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Eine Mikromethode fiir die organische Verbrennungsanalyse, 
besonders von gelésten Substanzen. 


Von 
August Krogh. 


(Aus dem zoophysiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 20. Marz 1930.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Um der alten Streitfrage nach der Ernahrung der Wassertiere durch 
geléste organische Substanzen nahertreten zu kénnen, hat es sich als 
notwendig herausgestellt, eine Methode auszuarbeiten, welche eine 
Bestimmung von organischen Stoffen in sehr verdiinnten Lésungen 
ermoéglichte. Da diese Methode sich auch fiir andere Zwecke als brauch- 
bar erwies, soll sie im folgenden gesondert beschrieben werden, wahrend 
die in der genannten Frage erzielten Resultate in anderem Zusammen- 
hang veréffentlicht werden sollen. Das Prinzip der Methode ist, die 
organischen Substanzen mit Kupferoxyd in einer Stickstoffatmosphare 
zu oxydieren, dann mit gemessenem Volumen reinen Stauerstoffs das 
Kupfer wieder zu oxydieren und schlieBlich die Verbrennungsprodukte 
und den Sauerstoffrest gasanalytisch zu bestimmen. Ich habe zuerst 
versucht, die Verbrennung direkt durch Sauerstoff zu bewerkstelligen, 
konnte aber dadurch nicht Resultate von geniigender Genauigkeit 
erzielen. 

Die Methode 1aBt sich natiirlich auch fiir feste organische Substanzen 
verwenden, und ich werde zuerst diese Modifikation als die einfachere 
beschreiben. Man erhalt durch die Bestimmung den Kohlenstoff- und 
Stickstoffgehalt der verbrannten Substanzmenge und ferner die fiir die 
Verbrennung nétige Sauerstoffmenge und kann also sowohl Ver- 
brennungs- (respiratorischen) Quotient wie kalorischen Wert der Sub- 
stanz berechnen. In Analysen von Nahrungsmitteln, Exkrementen usw. 
laBt sich nach der Analyse eine Verteilung auf die drei Haupt- 
gruppen: Protein, Fette, Kohlenhydrate durchfiihren. 

Eine Makromethode nach denselben Prinzipien, die an anderer 
Stelle beschrieben wird, erlaubt noch aus den Daten einer Verbrennung 
eine Wasserstoffbestimmung. 
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Der Verbrennungs- und Analysenapparat ist in Abb. 1 wiedergegeben. 
Das Verbrennungsrohr (1) fiir feste Substanzen ist aus Quarzglas 



























































* Durch ein Versehen sind die Réhren 17, sowie die Réhren unten 
an 15, 16 und 18 als Kapillarréhren gezeichnet. Sie miissen ungefaéhr 
6mm lichte Weite haben. 
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geblasen, rechts mit einer Verjiingung und beiderseits mit Schliffen 
versehen zur Verbindung mit dem Analysenapparat. Ich habe zuerst 
Gummiverbindungen benutzt. Man erleidet dabei einen zwar kleinen, 
aber doch merklichen Verlust an CO,. Zur Beschickung verwendet man 
Kupferoxydquarz (CuO Q), weil kérniges Kupferoxyd nie ganz frei von 
reduziertem Kupfer zu erhalten ist. 


CuO Q wird auf folgende Weise zubereitet. Quarz wird gepulvert, 
und die KérnchengréBen zwischen 0,2 bis 0,8 mm werden abgesiebt. 
In einer Porzellanschale mischt man etwa 300 g Quarz mit 60 g Kupfer- 
nitrat und 10cem Wasser. Unter standigem Umrihren wird das 
Wasser abgedampft, so daB die Quarzkérnchen mit blaugriinem Kupfer- 
nitrat vollkommen tiberzogen werden. Danach werden sie in einem 
weiten Quarzrohr unter Luftdurchleiten ausgegliiht. Nachdem eventuelle 
gréBere Aggregate durch Sieb Nr. 10 (mit zehn Maschen pro Zentimeter) 
abgetrennt sind, ist der CuO Q gebrauchsfertig und kann fiir eine ganze 
Reihe von Analysen wiederholt benutzt werden. SchlieBlich geht doch 
zu viel Kupferoxyd durch Abnutzung verloren, und die Behandlung mit 
Kupfernitrat muB wiederholt werden. Es hat sich herausgestellt, 
daB merkwiirdigerweise die Beschickung mit Quarz, welcher nicht oder 
ungeniigend mit Kupferoxyd iiberzogen ist, sehr leicht zur Sprengung 
des geheizten Verbrennungsrohres fiihrt. Eine Erklarung dieses dreimal 
beobachteten Phinomens vermag ich nicht zu geben. 


Die zu analysierende Substanz wird auf 0,01 mg genau abgewogen 
und nach Pregl (1917, S. 93) im ,,Mischréhrchen“ mit CuO Q und ein 
wenig fein gepulvertem CuO vermischt. 


Fir eine Bestimmung braucht man gewoéhnlich etwa 10 mg (2 
bis 20). Die vollstandige Oxydation darf im allgemeinen héchstens 
15 cem Sauerstoff erfordern. In das Verbrennungsrohr kommt zuerst an 
dem verjiingten Ende ein kleiner Asbestpfropfen, dann etwa 6cm reiner 
CuO Q, dann die Substanz mit etwa 1,5 bis 2g CuO Q ‘vermischt. 
Das Mischrohr wird dann mit CuO Q wiederholt ausgespiilt und alles 
durch einen kleinen Trichter in das Verbrennungsrohr gefiillt. SchlieB- 
lich wird noch ein Asbestpfropfen mittels einer Pinzette eingesetzt. 


Zur Verbindung mit dem Analysenapparat dienen zwei Verbindungs- 
schliffstiicke (2, 3). Diese werden mittels Hahnfetts (Gummi | Teil, 
Vaseline 2 Teile) angesetzt und mit Stahlfedern festgehalten. Das eine 
Verbindungsstiick (2) ist ganz aus Glas, das andere hat nur unten einen 
Glasschliff zur Verbindung mit dem Verbrennungsrohr und ist sonst aus 
einem Celluloidréhrchen angefertigt, das eine federnde, abnehmbare 
Verbindung erméglicht. Die Herstellung von Schliffstiicken und anderen 
Laboratoriumsgeraten aus Celluloid wird von Krogh und Lange be- 
schrieben. 
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Der Analysenapparat ist nach Haldane gebaut, zeigt aber di: 
folgenden Besonderheiten. Die MeBbiirette (4) hat oben eine Erweiterung 
von etwa 15ccm. Dann kommen 20 ccm in 0,1 ccm eingeteilt, so dal) 
0,01 com bequem geschatzt werden kann. Ganz unten befindet sich noch: 
eine Erweiterung von etwa 5ccm Inhalt, die aber bei richtiger Hand- 
habung nicht notwendig ist. 


Die Kontrollbiirette ist durch das Rohr (5) mit dem Manomete: 
verbunden. Dieses Rohr ist von ungefihr demselben Volumen wie das 
Verbrennungsrohr und auch mit CuO Q gefiillt, und beide kénnen in 
das bewegliche Wasserbad (6) versenkt werden. Die spezielle Anordnung 
des Wasserbades zeigt die kleine Einsatzfigur unten. 


Zum Schutze gegen zu starke Erhitzung ist das Rohr (5) mit 
Gaze umwickelt, und auch die beiden Enden des Verbrennungsrohres 
werden durch kleine feuchte Lappen und Faden gegen die Hitze geschiitzt. 
Dauert eine Verbrennung sehr lange, so kann es notwendig werden, 
diese Stiicke mit Wasser zu bespritzen. 


Rechts am Apparat befindet sich eine zweite Biirette (7) fiir die 
Abmessung von Sauerstoff. Wir benutzen eine kleine Sauerstoffbombe 
mit Nadelventil, die mit dem Waschrohr (8) und dem Hahn (9) verbunden 
bleibt. Durch den Hahn (10) wird die Biirette (7) zu Beginn einer 
Analyse mit dem Sauerstoffstrom in Verbindung gebracht und Sauerstoff 
in einem UberschuB von etwa 5 ccm (mindestens 3 ccm) fiir die Analyse 
eingefillt. Man stellt einen kleinen Uberdruck her, éffnet den Hahn 9 
nach der Atmosphare und schlieBt dann den Hahn 10. Das Sauerstoff- 
volumen wird abgelesen und mit der Temperatur des Wassermantels und 
dem Barometerstand notiert. Wahrend des Einfiillens von Sauerstoff 
vergewissert man sich, daB die Schliffverbindungen (2, 7, 3) dicht sind. 
Das NiveaugefaB (11) wird ganz oben aufgehangt und der Hahn (12) 
geéffnet. Nachdem der Hahn (13) auch gedffnet ist, muB sich der 
Quecksilbermeniskus irgendwo in der Nahe der Nullmarke befinden. 
Gewohnlich hat man hierfiir geniigend Stickstoff aus der letzten 
Analyse, nétigenfalls aber mu8 man etwas Luft durch den Hahn (J3) 
nachfiillen. Wenn der Meniskus wahrend ein paar Minuten unter 
Druck stehenbleibt, ist der Apparat dicht. Sind die Schliffe gut und 
werden sie sorgfaltig eingefettet und eingesetzt, so kommen Undichtig- 
keiten kaum vor. 


Das Wasserbad (6) wird jetzt emporgehoben und mittels eines 
Luftstromes durchgemischt. Der Hahn (/4) wird zur Verbindung 
mit der Sauerstoffabsorptionspipette (15) gedreht und der Sauer- 
stoff vollstandig absorbiert. Zur Absorption verwendet man 
Kaliumpyrogallat. [20g Pyrogallussiure (Kodak) in 200 ccm ge- 
sittigtem KOH}. 
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Die Absorption wird sehr geférdert durch die gezeichnete Anordnung 
der Pipette. Der Vorratsbehalter (J6) hat unten ein leichtes Kugelventil 
und ist auBerdem durch das Rohr (/7) mit dem Absorptionsbehalter 
verbunden. Wenn die Gase in die Pipette strémen, dffnet sich das Ventil. 
Werden sie zuriickgesaugt, so flieBt frische Absorptionslésung durch das 
Rohr (17) in die Absorptionsbehalter'. 

Nachdem der Sauerstoff absorbiert worden ist, dreht man den 
Hahn (14) nach der CO,-Pipette (78) um, stellt den Meniskus in (4) ein, 
verschlieBt die Verbindung der Kontrollbiirette mit der Atmosphare, 
Hahn (19), und liest ab. Die Thermometer 20 und 2] werden ebenfalls 
abgelesen und mit der Biirettenablesung notiert. Man dreht wieder den 
Hahn (/4) nach (15) um und treibt ungefahr die Halfte der Stickstoff- 
menge aus (4) in die Pyrogallolpipette (15) tber. Danach wird der 
Hahn (/4) geschlossen, das Bad (6) gesenkt, das NiveaugefaiB (11) so 
aufgehingt, daB ein kleiner Unterdruck vorhanden ist, und die Ver- 
brennung dann eingeleitet. Der Hahn (12) bleibt offen. 

Man ziindet zuerst die zwei auBersten Gasflammen an und bringt 
beide Enden des Rohres zu schwacher Rotglut, um eventuell aus der 
Mitte entweichende Gase zu oxydieren. Die iibrigen Gasflammen werden 
dann angeziindet und zunachst so niedrig als méglich eingestellt. Man 
bemerkt die Entwicklung von Verbrennungsgasen an der Senkung des 
Quecksilbers in der Biirette (4). Durch Senkung des NiveaugefaBes (17) 
wird fortwahrend fiir Unterdruck gesorgt. Wenn das Quecksilber in (4) 
stillsteht oder sich nur noch sehr langsam bewegt, verstirkt man die 
Heizung und bringt schlieBlich das ganze Rohr zur Rotglut. Steht 
dabei das Quecksilber in (4) wiederum still, so wird zuerst der Hahn (14) 
nach (15) geéffnet, dann (13) geschlossen und (10) zur Verbindung mit 
der Sauerstoffbiirette ge6ffnet. Der Uberdruck im Apparat treibt jetzt 
die Quecksilbersiule in (10) herunter, (14) wird wieder verschlossen und 
(13) geéffnet und dann der Hahn (22) so weit geéffnet, daB Sauerstoff 
langsam (3ccm pro Minute) in das Verbrennungsrohr strémt. Dabei 
sieht man zuerst die Quecksilberoberflaiche in (4) langsam absinken, 
um dann fiir langere Zeit praktisch konstant zu bleiben, wihrend das 
reduzierte Kupfer den Sauerstoff vollstandig verbraucht. SchlieBlich 
bewegt sich der Meniskus wieder, und jetzt kann man das Rohr fiir 
kurze Zeit bis auf starke Rotglut erhitzen. Das Quecksilber in (7) 
fiihrt man bis an die Marke ganz oben. 


! Eine entsprechende Anordnung ist zuerst von Bock eingefiihrt 
worden und ist seit einigen Jahren in standigem Gebrauch in dem pharma- 
kologischen Institut der Universitat Kopenhagen. Die Konstruktion ist 
von Carpenter weiter modifiziert worden (Carpenter, Fox und Sereque, 
S. 215). Carpenters Anordnung ist sehr kompliziert mit zwei Ventilen und 
Nebenverbindung, bietet aber der einfacheren gegeniiber keine Vorteile. 
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Die Verbrennung ist jetzt beendet. Das Rohr (/) laBt man eventuell 
etwas abkiihlen, hebt dann das Bad (6) und mischt mittels eines kraftigen 
Luftstromes. Durch Einfiillen von kaltem Wasser und Ablassen durch (23) 
bringt man die Temperatur auf die Anfangstemperatur zuriick, am besten 
so, daB man | bis 2° unter die Anfangstemperatur abkiihlt und dann 
wieder erwarmt. Der Stickstoffrest in (15) wird zuriickgefiihrt, der 
Hahn (/4) nach (18) gedreht, die Menisken werden eingestellt und das 
Volumen in (4) wird abgelesen. 

Bei der Analyse von recht groBen Substanzmengen kann es vorkommen, 
daB die ganze Gasmenge in der Biirette (4) nicht Raum findet. Man fiillt 
dann mit Stickstoff bis nahe an 20 cem auf und laBt den Rest vorlaufig 
in der Pipette (15). Dieser wird dann nach der CO,-Absorption in die Biirette 
gebracht und abgelesen. 





Bei der Ablesung achtet man darauf, dab der Temperaturausgleich 
wirklich beendet ist, d. h. die Menisken in (78) und (24) ihren Stand 
wenigstens eine halbe Minute konstant beibehalten. CO, wird jetzt in der 
Pipette (18) mittels 20 °.,iger Kalilauge absorbiert. Bei den recht groBen 
Mengen und dem groBen schadlichen Raum in dem Verbrennungsrohr 
miissen die Gase gewohnlich mindestens zehnmal in die Pipette (18) 
tibergefiihrt werden. 

Nach Absorption der CO, wird wieder abgelesen und schlieBlich 
der Sauerstoff auf gewohnliche Weise unter Mitnahme der kleinen Gas- 
menge in (18) absorbiert. 


Beispiel einer Analyse mit Berechnung: 
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Temp. der Biirette (4) 23,0°, Wasserbad (6) 21,5°, Stickstoff 2,14 cem 


Abgelesen nach Verbrennung ...... . . 17,27_, - 
: CO, 8,15 
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Abgelesen Reduziert 
ecm ecm 


COR... 8,15 7,35 Kohlenstoff 3,94 mg — 42,4°%, (berechnet 42,1) 
ore 8,15 7,35 Verbrennungsquotient 1,00 
_ aves 0,07 0,06 Stickstoffgehalt — Fehler 0,075 mg 


Die Fehlerquellen und die zu erzielende Genauigkeit werden weiter 
unten besprochen. 


Nach der Analyse werden die Hihne (73) und (14) geschlossen, 
(19) gedffnet und das Verbrennungsrohr herausgenommen. Der weite 
Schliff links an dem Verbrennungsrohr wird sorgfialtig abgewischt und 
schlieBlich dieses Ende des Verbrennungsrohres in der Geblaseflamme 
gegliiht. Dabei 14Bt man am besten einen Luftstrom durch das Rohr 
streichen. Der Asbestpfropfen wird herausgenommen und die Fillung 
ausgeschiittet. Dieselbe Fillung kann fiir eine Reihe von Verbrennungen 
verwendet werden. 


Die Bestimmung von organischen Stoffen in sehr verdiinnten 
Lésungen, wie es die natiirlichen Wasser sind, erfordert eine Reihe von 
recht komplizierten Vorbereitungen. Gewodhnlich enthalt das Wasser 
anorganische Salze in Mengen, die diejenigen der organischen Substanzen 
weit tibertreffen. Es hat sich herausgestellt, daB Alkalisalze in Mengen 
bis etwa 1g im allgemeinen unschidlich sind, daB aber alkalische 
Erden und besonders Magnesium sorgfaltig entfernt werden miissen. 


Organische Substanzen kénnen teils kolloidal, teils in echter Lésung 
vorhanden sein. Unter gewissen Bedingungen ist es méglich, kolloidale 
Substanzen abzufiltrieren und gesondert zu bestimmen. Die in echter 
Lésung vorhandenen Substanzen sind mdéglicherweise zum Teil mit 
Wasserdampf fliichtig, und solche Stoffe gehen dann bei der nétigen 
Konzentrierung verloren. Gewisse Stoffe sind nur bei héherer Tem- 
peratur fliichtig oder zersetzlich, und es empfiehlt sich daher, alle 
Konzentrierungsprozesse bei méglichst niedriger Temperatur vorzu- 
nehmen. 


Ich beschreibe zuerst die Konzentrierung von reinem Wasser oder 
Alkalichloridlésung mit einer kleinen Menge organischer Substanz, 
z. B. 10 bis 15 mg pro Liter. 


Das Wasser wird in Zylinder (1, Abb. 2) abgemessen und von hier 
langsam in den Verdampfungskolben (2) eingesaugt. Der Zuflu8 wird 
reguliert durch das Kapillarrohr (3) (0,1 qmm lichte Weite, 65 mm 
Lange) und den Schraubenquetschhahn (4). Durch ein Seitenrohr 
wird CO,-freie Luft in kleiner Menge zugesetzt, um ruhiges Sieden zu 
erzielen. Man verdampft auf diese Weise in unserem Apparat etwa 
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1 Liter pro Stunde bei einer Temperatur im Verdampfungskolben von 
40 bis 43°. Durch Einsetzen eines Kihlrohres aus Messing statt des 
Glasrohres (5) kommt man bis auf 24° herunter. Zuletzt wird die Ver- 
dampfung vorsichtig geleitet, die Gasflamme abgestellt und mehr 
Luft zugesetzt. Man kann | Liter bis auf 10 bis 20ccm in diesem 
Apparat einengen und zugleich von geléster Kohlensiure befreien. 














Abb. 2. 


Die konzentrierte Lésung wird schlieBlich mittels des Apparats 
Abb. 3 in einem Verbrennungsrohr eingetrocknet. (J) ist eine kleine 
Birette, in welche die zu verdampfende Lésung eingefiillt wird. Unten 
ist ein kleiner Wattebausch zum Abfangen von Staubteilchen angebracht. 
Durch das Kapillarrohr (2) und den Quetschhahn (3) wird der ZufluB 
auf héchstens 0,l ccm in 12 Sekunden reguliert. Das Verbrennungs- 
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rohr (4) ist, wie in der Abbildung ersichtlich, mit CuO Q angefiillt, 
in einem aus Pyrexglas angefertigten Wasserbad angebracht und mit 
Vorlage und Wasserstrahlpumpe verbunden. Das Bad wird nur bis auf 
70° erhitzt. Wenn Versuchs- und Waschwasser (redestilliertes) eingefiihrt 
sind, heizt man noch 10 bis 15 Minuten und saugt nachher wenigstens 
20 Minuten weiter, um das Verbrennungsrohr vollkommen zu trocknen. 
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Abb. 3. 


Das Verbrennungsrohr wird herausgenommen, mit CuO Q aufgefiillt, 
mit den Schliffstiicken verbunden und in dem Verbrennungsgestell 
(Abb. 1) angebracht. Um das weite Rohr geniigend gleichmaBig zu 
erhitzen, wird das Blech (25) angehingt. 


Sonst geht man genau so wie fiir feste Substanzen beschrieben vor. 
Wegen der gréBeren AusmaBe des Rohres beanspruchen sowohl die 
Kihlung wie die Absorptionen etwas mehr Zeit. 


Wenn nach der Analyse der CuOQ ausgeschiittet wird, bleibt 
gewohnlich eine gewisse Menge, durch Salze verkittet, an der Wand 
haften. Diese wird zuerst durch Einstellen des Rohres in Wasser gréBten- 
teils wiedergewonnen und das Rohr schlieBlich mit Salzsiure gereinigt, 
mit Wasser gespiilt und vor der Gebliseflamme schwach ausgegliiht. 
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Die Menge von CuO Q, welche sich leicht ausschiitten laBt, kann direkt 
wieder verwendet werden. 

Im allgemeinen wird man Wasser vor der Einengung mit Salzséure 
bis pu 6 bis 5 versetzen, so daB die konzentrierte Lésung deutlich sauer 
ist (px 4). Man kann sehr wohl so viel Indikator (Methylrot) zusetzen, 
daB sich die eingeengte Lésung deutlich farbt. Die Farbstoffmenge ist zu 
klein, um sich bei der Verbrennung bemerkbar zu machen, und der 
Alkohol wird abdestilliert. Wenn Alkalicarbonate vorhanden sind, 
ist das Ansdiuern notwendig, da CO, bei der Verbrennung nicht zugegen 
sein darf. 

In Lésungen, die fiir Versuche mit Wassertieren bestimmt sind, 
muB Calcium zugegen sein. In solchen Fallen lést man die nétige 
Menge Calciumcarbonat mittels Kohlensiure und treibt den CQO,- 
Uberschu8 wieder mit atmospharischer Luft aus. Solches Wasser wird 
ohne Saurezusatz im Vakuum stark eingeengt und dann nach (CO,- 
freiem) Luftzutritt erhitzt, bis sich das Carbonat abscheidet. Man 
filtriert dann, setzt Indikator und Saure zu und vertreibt die Kohlen- 
siure aus den tibrigen Carbonaten. 

Wenn Calcium in anderer Verbindung und in Mengen iiber etwa 
15 mg CaO, und besonders, wenn auch Mg zugegen ist, miissen diese 
Salze abgeschieden werden. Wir haben fiir diesen Zweck viele Methoden 
erprobt. Die aussichtsreichste war eine Basenauswechslung mittels 
Zeolithfilters, wie sie fiir Wasserenthairtung vielfach benutzt wird. Wir 
haben mit Natrolit (Electrolux) gearbeitet, konnten aber die Filter- 
masse nicht geniigend von organischen Verunreinigungen befreien und 
auch sonst nicht geniigend konstante Resultate erzielen. Wir benutzen 
jetzt eine Fallung mit Ammoniak und Phosphorsaure. Eine Wasserprobe 
von zwei Litern wird eingeengt, filtriert und auf 100ccm im MeBkolben 
aufgefiillt. In Proben von 25 ccm bestimmt man Calcium und Magnesium. 
Der Rest von 50 cem wird mit 2 ccm gesattigtem Ammoniak und einer 
Phosphorsaéuremenge versetzt, die gerade ausreicht, um Ca,(PO,), und 
NH,MgPO, zu bilden. Nach 12 bis 24 Stunden wird filtriert. Das 
Filtrat wird mit Thymolphthalein versetzt, und im Apparat Abb. 4 wird 
das Ammoniak ausgetrieben, indem man nach und nach die nétige Menge 
NaOH zusetzt, um das px bei 9 bis 9,5 zu halten, und mit redestillier- 
tem Wasser nachfiillt, wobei das Volumen auf etwa 10 ccm gehalten wird. 
In zwei Stunden kann das N H, quantitativ ausgetrieben werden. Nun 
wird Methylrot zugesetzt, mit Salzsiure bis py 4,5 angesiuert und die 
Kohlensaure ausgetrieben, und erst jetzt ist die Lésung zum Eintrocknen 
in dem Verbrennungsrobr geeignet, falls nicht noch Kolloide abfiltriert 
werden miissen. 

Wenn aus natiirlichen Gewassern wie Seen oder Teichen Wasser 
zur Untersuchung kommt, mu8 man zuerst die Organismen abfiltrieren. 
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Fir diesen Zweck ist die Aufstellung Abb. 5 sehr bequem. Das Wasser 
wird in 2-Literflaschen geschépft. Fiir das Filtrieren verwendet man 
Membranfilter nach Zsigmondy (von der Membranfilter Ges. m. b. H., 
Géttingen, zu beziehen). Filter von 85mm Durchmesser werden 
zwischen zwei Gummiringen mittels vier Fliigelschrauben eingespannt. 
Zwischen Filter und Unterlage kommt noch ein gut ausgewaschenes 
Papierfilter. Das Ganze wird direkt auf eine 4-Literflasche montiert, 








Abb. 5. 


welche mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert wird. Nach dem Evakuieren 
werden die Apparate am besten im Eisschrank aufgestellt und kénnen 
hier langere Zeit sich selbst iiberlassen bleiben. Als Filter, die ge- 
nigend dicht sind, um alle nicht ultramikroskopischen Organismen 
abfangen zu kénnen, empfehlen wir die 25- bis 35-Sekunden-Filter. 
Wenn das Filtrieren beendet ist, kann man das feuchte Plankton ab- 
wischen und quantitativ bestimmen. Das Filter wird auf einer ent- 
sprechenden Glasplatte ausgebreitet. Mittels Gummifinger und ein 
wenig Wasser wird das Plankton in ein gewogenes Uhrgliischen 
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gebracht, im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet und gewogen. 
Beim Abwischen einer ziemlich fest haftenden Planktonschicht reibt 
man vom Filter selbst etwa '/, mg ab. Die Filtermasse gibt bei der 
Verbrennung pro Milligramm etwa 0,51 ccm CO, und 0,03 cem N, und 
verbraucht dabei 0,47 cem O,. Dasselbe Filter kann gewoéhnlich zwei- 
bis dreimal verwendet werden. Das Wasser wird, wie oben beschrieben, 
fiir die Verbrennungsanalyse durch Einengen und Fallen vortereitet. 


10 








Abb. 6 


Viele natiirliche Wasser enthalten organische und anorganische 
Kolloide. Bei den Salzfaillungen werden in solchen Fallen immer 
Kolloide mitgerissen, aber nicht quantitativ entfernt. Man mu8 daher 
zuletzt noch die Kolloide abfiltrieren. Dies geschieht bequem in dem 
kleinen Apparat nach Thiessen. Wir verwenden die in Abb. 6 
gezeigte Aufstellung. Der Thiessenapparat ist oben mit einem Seiten- 
rohr (1) versehen, und dieses wird mittels Bleirohr und Vakuum- 
schlauch mit dem Druckapparat (2) verbunden. Der Druckapparat 
besteht aus einem mit der Wasserleitung verbundenem Messingzylinder. 
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Offnet man den Hahn (3), so steigt das Wasser empor, und man erhilt 
den Druck des Leitungswassers, den man am Manometer (4) ablesen 
kann. Wir erhalten auf diese Weise etwa 3 Atm. Druck, und gewéhnlich 
evakuieren wir noch den Sammelbehalter (5). Der Hahn (3) wird 
wieder verschlossen, und man kann den Apparat lingere Zeit sich 
selbst iiberlassen. Um den Druck abzustellen, 6ffnet man zuerst den 
Quetschhahn (6). 

Als Membrane verwendet man Ultrafilter nach Zsigmondy. Etwa 
60-Minuten-Filter (100 ccm reines Wasser durch 100 qcem in 60 Minuten 
bei 1 Atm. Druckdifferenz) haben sich bei uns gut bewahrt. Dieselben 
halten Serumproteine quantitativ zuriick. Zuweilen kann es aber 
notwendig werden, noch dichtere Filter zu benutzen. 

Bestimmungen der Kolloide durch Filtration kénnen nur so aus- 
gefihrt werden, daB man jede Fallung vermeidet. Man vetsetzt also 
das Wasser mit der nétigen Salzsiuremenge, um bei der Einengung 
ein Px von etwa 4 zu erhalten, und ultra-filtriert die eingeengte Lésung. 
Selbstverstandlich darf die Einengung nie so weit gehen, daB eine Triibung 
sich einstellt. Die Kolloide binden viel Salz aus der konzentrierten 
Lésung, und falls Chlorcalcium zugegen ist, kann das Kolloid nicht 
getrocknet oder gewogen werden. In solchen Fallen wird das Kolloid 
auf dem Thiessenfilter sorgfailtig mit konzentrierter Natriumchlorid- 
lésung und erst dann mit redestilliertem Wasser gewaschen. 


Berechnung der Analysen. 


Die direkt gefundenen Zahlen fiir Kohlensiure, Sauerstoff und Stick- 
stoff miissen auf 0° und 760 mm umgerechnet werden. Man benutzt hierfiir 
die Ablesung der Temperatur an der Stickstoffbiirette (4) zu Beginn der 
Analyse, sowie den auf 0° reduzierten Barometerstand, und findet dann den 
Reduktionsfaktor aus der nachfolgenden kleinen Tabelle. Den Barometer- 
stand liest man auf 0,5 mm genau ab. Die Temperaturkorrektion an der 
Glasskala ist fiir Temperaturen von 18 bis 22° — 2,5 mm. 


Reduktionstabelle fiir ein feucht gemessenes Gasvolumen auf 0°, 760 mm 
und Trockenheit. 





Druck, mm: 740 745 TAO 755 THO 765 770 775 TRO 
15° 0,907 0,913 0,919 0,926 | 0,932 0,988 0,944 9,951 0,957 
16 0,903 0,909 0,915 0,921 | 0,928 0,934 0,949 0,946 0,952 
17 0,898 0,995 0911 0,917 | 0,923 0,929 0,936 6,942 0,948 
18 0,894 09,900 0,997 0,913 | 0,919 0,925 0,931 | 0.987 0,944 
19 0,890 0.896 0,902 0,908 | 0,915 0,921 9,927 0,933 0,939 
20 0,886 0,892 0,898 0,904 0,910 0,916 0,922 0,929 0,935 
21 0,881 0,887 0,893 0,990 | 0,906 0,912 0918 0,924 0,939 
22 0,877 0,883 0,889 0,895 | 0.901 0,997 0,913 0,919 0,925 
23 0.873 0.878 0,884 | 0.891 | 0.897 0,903 0,909 0915 0.921 
24 0,868 0,874 0,880 0,886 | 0,892 0,898 0,904 0,910 0,916 
25 0,863 | 0,869 0,875 | 0,881 | 0,887 9,893 0,899 0,905 0,911 


leem CO, = 0,536mg C. leem Ng = 1,255 mg N. 
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Wenn die Temperatur an der Sauerstoffbiirette nicht mit der der 
Stickstoffbiirette identisch ist, rechnet man zuerst den Sauerstoff auf die 
Stickstofftemperatur um. Eine Temperaturdifferenz von 1° gibt 0,04 ccm 
pro 10ccem.  Beispiel: O, bei 20,3° licem, Stickstofftemperatur 20°. 
Korrigiertes O,-Volumen 14,98 ccm. 

Die weiteren Berechnungen hingen von dem Zweck der Analysen ab. 
Bei Analysen von Organismen, Nahrstoffen oder Exkrementen mit kleinem 
Stickstoffgehalt erhélt man einen anndhernden kalorischen Wert, indem 
man zuerst den Verbrennungsquotienten, R. Q. = CO,/O,, bildet, dann 
aus Abb. 7 den kalorischen Wert des Sauerstoffs findet und diesen Wert 
mit dem reduzierten Sauerstoff multipliziert. 
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Nimmt man an, daB die verbrannten Stoffe aus Protein, Fetten und 
Kohlenhydraten bestehen, so wird die Verteilung in folgender Weise 


durchgefiihrt : cem N,. 7,84 = mg Protein, 
7 


» N,. 44, = g-Kalorien aus Protein, 
» N,. 7,68 = ecem CO, aus Protein, 
» N,. 9,50 = ,, O, fiir Proteinverbrennung. 


Wenn die Zahlen fiir CO, und O, aus Protein von den entsprechenden 
Totalzahlen abgezogen werden, erhalt man die Verbrennungszahlen 
der stickstofffreien Substanzen, deren R. Q. gebildet wird, und man 
kann jetzt aus Abb. 7 sowohl den kalorischen Wert des Sauerstoffs wie 
die entsprechenden Mengen Glykogen und Fett ablesen. 


Fehlerquellen und Genauigkeit. 


Die gasanalytischen Manipulationen und Ablesungen kénnen mit 
einer Genauigkeit von 0,02 cem vorgenommen werden. Wenn man das 
Barometer auf 0,5 mm und die Thermometer auf 0,1° abliest, kénnen 
die Reduktionen der Gasvolumina mit entsprechender Genauigkeit aus- 
gefiihrt werden. 

Die bei den Verbrennungen zu erreichende Genauigkeit ist etwas 
geringer. Die Fehler gehen oft bis auf 0,05 ccm und zuweilen, besonders 
bei Wasseranalysen, bis auf 0,l ccm. Hierbei ist die Wasserdampf- 
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tension in dem Verbrennungsrohr eine nicht zu umgehende Fehler- 
quelle. Wenn das groBe Rohr (Ja, Abb. 1) mit CuOQ gefiillt ist, enthalt 
es noch etwa 6ccm Gas. Falls dieses Gas zuerst vollkommen trocken 
ist und wahrend der Verbrennung mit Wasserdampf gesittigt wird, 
bekommt man einen Fehler von etwa 0,12 ccm. Wahrscheinlich ist 
das Gas des Rohres nie vollkommen trocken und auch nie gesittigt, 
aber Schwankungen in der Sattigung sind unvermeidlich. Ich habe oft 
bemerkt, wie sich das Gasvolumen nach der Verbrennung und Kiihlung 
sehr langsam um einige Hundertstel Kubikzentimeter vermindert, und 
ich nehme an, da das auf einer Absorption von Wasserdampf durch Salze 
im Verbrennungsrohr beruht. Besondere Versuche lehren, da die 
Kiihlung in héchstens 5 Minuten beendet ist. 

Die Bestimmung der entstandenen Kohlensiure ist gew6hnlich nur 
mit kleinen Fehlern behaftet. Eine Bildung von Kohlenoxyd steht 
bei einigermaBen richtig geleiteter Verbrennung, wenn das Rohr zuerst 
an beiden Enden geheizt wird, nicht zu befiirchten. 

Die Sauerstoffbestimmung macht gréBere Schwierigkeiten. Man 
iiberzeugt sich, daB neu hergestelltes CuOQ tadellos ist, durch einen 
Blindversuch, in welchem man das Rohr nur mit Fiillung gliiht, unter 
Einfihrung von etwa 5 ccm Sauerstoff, eine Menge, die bis auf 0,02 cem 
wiedergefunden werden muB. Wenn bei diesem Versuch CO, gebildet 
wird, war das Rohr nicht sauber. Wenn der Verdacht besteht, daB 
Salze zugegen sind, welche die Sauerstoffresultate fiilschen kénnen, 
fiihrt man nach der Bestimmung eine zweite Verbrennung zunachst ohne 
Sauerstoff aus; wird dabei O, frei gemacht, ist der O,-Wert der Analyse 
natiirlich falsch. Ist der Fehler nur klein — 0,1 bis 0,2 cem —, so kann 
eine entsprechende Korrektion angebracht werden. 


Die Fillung eines solchen Rohres ist nicht wieder zu gebrauchen. 


Kontrollanalysen. 
Reiner Rohrzucker 42,19, C. R. Q. = 1,00. 








Analysiert C gefunden R. Q. No 
mg 9/9 cem 
15,29 41,8 0,995 0,00 
10,34 41,8 0,99 0,00 
13,57 41,5 1,02 0,00 
11,61 42.1 0,99 0,00 
12,35 42,2 = — 
14,38 41,8 1,01 0,06 
15,05 41,7 — — 
11,92 41,65 1,00 0,01 
6,84 41,8 1,00 0,01 
8,81 42,1 1,005 0,00 


Mittel 41,8 1,001 0,01 
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Diese Reihe wurde 1925 ausgefiihrt, als noch imprignierte Gummi- 
schlauche nach Pregl zur Verbindung des Verbrennungsrohres ver- 
wendet wurden. 

Besondere Versuche mit eingefiihrtem CO, zeigten, daB kleine 
CO,-Mengen durch die Verbindungen verlorengingen, und besonders, 
da CO, in den Schlauchen absorbiert und wahrend der Analyse wieder 
abgegeben wurde. 


Andere Substanzen haben nicht ganz so gute Resultate ergeben. 





Analysiert ( N R. Q. 
mg 0 0 | 5 
Kreatin 32,2 28,15 0,76 
8,204 32,4 27,0 0,75 
9,378 33,5 27.5 0,76 
7,020 33,3 28,1 0,765 
Glykokoll 32.0 18,65 0.89 
13,196 32,0 22.3 0,885 
11,055 32.5 18.6 0,92 
12,72 31,95 19,6 0,89 
12,355 31,9 18,2 0,89 


Entsprechende Resultate gaben Harnstoff, Harnsiure, Palmitin- 
siure und Cholesterin. 

Bei der Verbrennung von Substanzen, die eine alkalische Asche 
geben, muB man eine anorganische Saure zusetzen, um die Kohlensiure 
auszutreiben. Ich habe in Analysen von Natriumoxalat mit Borsiure 
in kleinem UberschuB recht befriedigende Resultate erzielt. Beim 
Eindampfen von Fliissigkeiten ist Borsiure wegen zu groBer Fliichtig- 
keit nicht zu verwenden. Phosphorsaure in kleinem UberschuB leistet 
ganz gute Dienste, aber das einfachste ist, wie beschrieben, die Fliissig- 
keit mit Salzsiure zur Austreibung der anorganischen CO, anzusauern. 
Bei der Eintrocknung in dem Verbrennungsrohr bildet sich Kupfer- 
chlorid, welches nachher bei der Verbrennung aus eventuell gebildeten 
Alkalicarbonaten CO, austreibt. 

Das Ammoniak in Ammoniumsalzen verbrennt glatt zu Stickstoff 
und Wasser mit einem Quotienten N,/O, von 0,67. Auch bei der Ver- 
brennung von Ammoniumsulfat bekommt man richtige Werte fiir 
Stickstoff und Sauerstoff, aber ich habe auBerdem ungefihr 0,2 ccm 
eines in Kalilauge absorbierbaren Gases erhalten. Bei der Anwesenheit 
von Nitrat (einige Milligramm) ist es mir nicht gelungen, auch nur 
einigermaBen richtige Resultate zu erzielen. 

Bei den zahlreichen Bestimmungen von Wasserproben hat sich 
herausgestellt, daB es sehr schwierig ist, Wasser von organischen Stoffen 
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zu befreien. Das aus tiefen Quellen kommende Kopenhagener Leitungs- 
wasser gibt etwa 2mg organischen Kohlenstoff und 0,5 mg Stickstoff 
pro Liter mit einem R. Q. von ungefahr 1. 

Gewohnliches destilliertes Wasser enthalt noch rund 1 mg orga- 
nische Substanzen pro Liter, und das reinste aus Quarz redestillierte 
Wasser, welches wir in Handen gehabt haben, gab noch etwa 
0,1 mg C, eine GréBe, die allerdings der Fehlergrenze sehr nahe kommt. 
Gewohnlich finden wir in redestilliertem Wasser noch einige Zehntel- 
milligramm pro Liter. 


Zusammenfassung. 


Ein Apparat und eine Methode werden beschrieben fiir Verbrennung 
von einigen Milligrammen organischer Substanz mit gasanalytischer 
Bestimmung der gebildeten Kohlensiure, des verbrauchten Sauerstoffs 
und des Stickstoffgehalts. 

Die Anwendung dieser Methode auf in Wasser geléste kleine 
Mengen organischer Substanzen wird beschrieben, sowie das Abfiltrieren 
von Plankton und kolloiden Substanzen und die Fallung von stérenden 
anorganischen Salzen. 

Aus den Analysendaten liBt sich der kalorische Wert der ver- 
brannten Substanzen berechnen sowie, unter gewissen Voraussetzungen, 
die Verteilung auf Protein, Fett und Kohlenhydrat. 

Die Fehlerquellen und die Genauigkeit der Methode werden be- 
sprochen und an Beispielen erlautert. 


Literatur. 


Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse. Berlin 1917. — 
Krogh und Lange, diese Zeitschr. 221, 489, 1930. Carpenter, Fox und 
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Zur Bestimmung des Kreatinins und des Kreatins 
in kleinen Blutmengen. 


Von 
E. Koplowitz. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1930.) 


Folgende Methoden waren zur Bestimmung sowohl des Kreatinins 
als auch des Kreatins im Plasma und Vollblut aus 20 cem Citratblut 
angegeben worden!: 


Bestimmung des Kreatinins im Plasma. 


3cem Plasma werden in einem Zentrifugenglas mit 4cem Aqua dest. 
gemischt. Dazu kommen tropfenweise unter Umriihren 3 ccm einer stets 
frisch bereiteten 10°,igen Trichloressigsiurelésung. Es wird zentrifugiert, 
die erhaltene klare, eiweiBfreie Lésung abgegossen und 1 Tropfen einer 
1° igen Lésung von para-Nitrophenol in 96°,igem Alkohol zugesetzt. 

Zu 5cem der so erhaltenen Lésung (= 1,5cem Plasma) wird zur 
Neutralisation der iiberschiissigen Trichloressigsiure so lange 33°, ,ige 
Natronlauge zupipettiert, bis die Lésung in Gelb umschligt (3 bis 4 Tropfen 
NaOH). Hierzu kommen 5 ccm eines stets frisch angesetzten Gemisches 
von 25cem bei Zimmertemperatur gesiattigter Pikrinséiurelésung (Schering- 
Kahlbaum pro Analysi) und 10ccm einer 3°,igen Natronlauge. Man 
schiittelt gut durch, 148t 30 Minuten stehen und kolorimetriert. 

Zur Kolorimetrie wird das Authenrieth-Kénigsbergsche Kolorimeter 
mit dem Kreatininkeil von Hellige & Co., Freiburg i. Br., verwandt. Als 
Lichtquelle dient eine stets in gleiche Héhe gebrachte elektrische Matt 
birne, vor die zur diffusen Zerstreuung des Lichtes weiBe Leinwand gespannt 
ist. Das Kolorimeter hat immer den gleichen Abstand von der Lichtquelle 
und die gleiche Héhe. Zwei Beobachter machen je drei Ablesungen. Die 
so erhaltenen Mittelwerte zeigen Schwankungen von + einem Teilstrich. 
Zur Eichung des Keiles werden 1, 2, 3, 4mg-°, Kreatinin je sechsmal in 
5ceem Wasser gelést, 5cem eines Pikrinsiure-Natronlaugengemisches 


1 Koplowitz, diese Zeitschr. 211, 475, 1929. 
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(s. oben) zugesetzt. Nach 30 Minuten wird kolorimetriert. Die so er- 
haltenen Mittelwerte ergeben, auf Millimeterpapier aufgetragen, eine Gerade. 

Die Eichkurve findet bei der Bestimmung des Kreatinins im Plasma 
und Vollblut Anwendung. 


Bestimmung des Kreatins im Plasma. 


2cem Plasma werden mit 5cem Wasser gemischt und tropfenweise 
3cem 10° iger Trichloressigsiure zugefiigt. Es wird zentrifugiert, die 
erhaltene klare Lésung abgegossen und | Tropfen para-Nitrophenol zugesetzt. 
In einer 10-cem-Flasche werden 5 ccm des Filtrats (= 1 ccm Plasma) 
mit 33°,iger Natronlauge bis zum Umschlag ins Gelbe neutralisiert. Hierzu 


kommen 2,5 ccm einer 6n Salzséiure, so daB die Lésung annihernd 2 n an 
HCl wird. Sie bleibt 24 Stunden gut verschlossen in einem Thermostaten 
von 60 bis 65°. Dann ist das gesamte Kreatin in Kreatinin tibergefiihrt. 


Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur fiigt man zu 5 dem des Ge- 
misches (= 0,66ccm Plasma) so lange tropfenweise 33°,ige Natronlauge 
hinzu, bis para-Nitrophenol in Gelb umschligt. 30 Minuten nach Zusatz 
von 5cem Pikrinsiure-Natronlauge wird kolorimetriert. 

Da die Neutralisation der letzten Portion etwa 1,2 cem 33°, iger Natron- 
lauge erfordert, wird die Pikrinséiure-Natronlauge nicht zu 5cem, wie 
bei der Kreatininbestimmung, sondern zu 6,2 ccm Fliissigkeit zugesetzt. 
Es muB8 also fiir die Bestimmung des Kreatins im Plasma eine zweite Kurve 
geeicht werden, bei der Kreatinin in 6,2 ccm Wasser gelést ist. Die so 
geeichte Kurve wird dann auch zur Berechnung des Kreatins im Vollblut 
benutzt. 


Zur Bestimmung des Kreatins wird das vorher in einer anderen Portion 
gefundene praformierte Kreatinin von dem jetzt erhaltenen Gesamtkreatinin 
abgezogen und die Differenz mit 1,16 multipliziert. 


Bestimmung des Kreatinins und Kreatins im Vollblut. 


Zu 6cem Vollblut, das durch 40°,ige Natriumcitratlésung 2 bis 
3 Tropfen auf 20cem Blut — ungerinnbar gemacht ist, werden 24 ccm 


Aqua dest. zwecks Himolyse zugesetzt. Je 15 ccm werden dann. zur Krea- 
tinin- und Kreatinbestimmung verwandt. 


Nachweis des Kreatinins im Vollblut. 


Zu 15 ccm himolysierten Blutes (= 3cem Vollblut) werden tropfen- 
weise unter standigem Umriihren 3 ccm einer stets frisch bereiteten 20°, igen 
Trichloressigsiurelésung zugefiigt. Das Gemisch wird entweder zentrifugiert 
oder durch ein Faltenfilter geschickt, zu der klaren, eiwei®Bfreien Lésung 
| Tropfen para-Nitrophenollésung (s. oben) zugesetzt. 

Zu 5cem des Filtrats (= 0,83 cem Blut) wird 33°,ige Natronlauge 
so lange zupipettiert, bis para-Nitrophenol in Gelb umschlagt (2 bis 
3 Tropfen). 

Nunmehr werden 5 cem des Pikrinséure-Natronlaugengemisches (siehe 
oben) zugefiigt. Es wird gut durchgeschiittelt und nach 30 Minuten 
kolorimetriert. 


18* 
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Nachweis des Kreatins im Vollblut. 


15ccm hamolysierten Blutes (= 3cem Vollblut) werden wie das 
Kreatinin im Vollblut enteiweiBt und die erhaltene klare Lésung nach 
para-Nitrophenolzusatz neutralisiert. 

Zu 5cem des Filtrats (= 0,83 cem Blut) fiigt man 2,5 ¢cm einer 6 n 
Salzsiure. Sodann kommt es gut verschlossen fiir 24 Stunden in einen 
Thermostaten von 60 bis 65° C. 

Danach werden 5 ccm der Lésung (= 0,55 cem Blut) weiter behandelt 
wie das Kreatin im Plasma. 

Die angegebenen Methoden reichen aus, um den Blutspiegel des 
Kreatinins und des Kreatins zu bestimmen. Sollen hingegen Ver- 
schiebungen erfaBt werden, so bedarf es einer methodischen Verbesse- 
rung; denn Anstieg und Abfall des Kreatins sind nur gering, wie an 
anderer Stelle gezeigt werden soll. Es fallen dadurch die Verande- 
rungen zum Teil in die kolorimetrische FehlergréBe. 


Den einfachsten Weg, um den Nachweis im Vollblut zu verbessern, 
wiirde eine Haimolyse des Blutes ohne groBbe Verdiinnung bieten. Es 
kame dann mehr Blutfiltrat zur SchluBbbestimmung. 


Zunachst wurde an Saponin gedacht, von dem 0,01 g zur Himolyse 
von 1 cem Blut ausreicht. Es zeigte sich aber, dab Saponin mit dem 
vorher angegebenen Pikrinsiure - Natronlaugegemisch eine Eigenfarbe 
besitzt, die der des Kreatinins fast gleich ist. Die Farbung wird mit 
steigenden Saponinmengen immer intensiver. So téuschen 0,03 g 
Saponin, in 5 ccm Wasser gelést, nach Pikrinsiure - Natronlaugen- 
zusatz 4,2 mg-°,, Kreatinin vor. 


Auch Ather, der leicht abdampfbar gewesen ware, war zur Himolyse 
nicht zu verwenden. 


Es wurde daher folgender Vorgang gewahlt: 


Das Blut wird bis zur Neutralisation der iiberschiissigen Trichlor- 
essigsiure wie vorher angegeben behandelt. Dann werden 10 ccm des 
neutralen Filtrates auf dem Wasserbade bis auf etwa 1!. bis 2 ccm 
eingedampft. Nach UbergieBen in einen engen 5-ccm-Mafzylinder wird 
der am Eindampfschalchen noch haftende Rest so lange mit kleinen 
Mengen Aqua dest. aufgenommen, bis 5 ccm erreicht sind. Nach Weiter- 
behandlung in der in der Methode angegebenen Weise miiBte in der 
SchluBmenge doppelt soviel Kreatinin bzw. Gesamtkreatinin als auf dem 


direkten Weg erwartet werden. 


Bei der Bestimmung des praformierten Kreatinins im Vollblut 
werden jedoch wechselnde, stets wesentlich zu hohe Werte gefunden, 
wie es Tabelle I zeigt. Es ist also trotz des neutralen Milieus beim 
Eindampfen ein Teil des Kreatins in Kreatinin iibergegangen. 
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Tabelle I. 














Ohne einzudampfen Eingedampft auf 1. Volumen 
Gesamt- Gesamt- 
Nr. Abgelesen Mitte] | Kreatinin) Mittel Nr.  Abgelesen Mitte! Kreatinin) yitte} 
mg-°/o mg-°/ 
Blut 1. 
1| 85 86 85 |) o- Sei, &; sor on 
4 85 85 | 959 0,40 76°77 76 | (62 | 1,86 
2| 85 84 84 1 .,- ‘ 2/76 76 77 | op : 
85 84 85 | 84.5 0,45 a 74 76 77 || 76,0 1,35 _ 
0 ot 
8 88 84 84 | oa; oe 8/77 76 761) woe 
83 84 83 |j 83,5 0,55 77 76 77 76,5 1,30 
4' 85 85 84 || o 4:76 74 75 |) - / 
86 85 84 |{ 84.9 0,40 75 74 75 || 74.9 1/50 
Blut 2. 
1| 88 82 84 |) o . te: we miaie aaa 
83 84 82 j 830 0,60 7677 76 | (80 1,35 
2; 838 88 83 |) o. > 2 | 78 74 74 1) anc - 
83 82 84 | 83,0 0,60 me 73 75 74 | 73,9 1.65 - 
My, m Lees j 
3 83 84 84 | gq gas 3 74 74 75 | oy as 
ale ftsaed SRG (Uiiiasee’ nani; ™ 
4| 84 82 83 |) 9 xe 41 7 7é T6 l) ace 
83 84 83 | 832 0,55 7 76 76 |\j “> | 140 
Blut 3 
1 84 83 84 |) o » Be: me eS eee i 
83 84 85 | 839 0,50 1 72 71 | ‘12 |. 0 
2 83 83 83 : 2|78 71 71 '). 
85 83 84 83,5 0,50 ae 72 72 72 | 71,8 1,95 Pm 
Ae 2 | oo 
3 82 84 84 |) ' F 8172 73 71 || ao 
84 83 85 | 836 0,50 72 73 73 | (24 1,90 
4°85 84 85 | on, 475 75 76 \ o-- . 
85 85 95 | 49 0,40 76 76 75 | 755 | 1,50 








Das Ergebnis der Bestimmung des Gesamtkreatinins demonstriert 
Tabelle I]. Hier wurde stets die doppelte Menge wiedergefunden. 
Die vorhandenen Schwankungen liegen durchaus in der kolorimetrischen 
Fehlerbreite. Bei der Bestimmung des Gesamtkreatinins spielen 
Verschiebungen zwischen dem Kreatinin und dem Kreatin wahrend des 
Eindampfens keine Rolle, da ja nachtriglich das gesamte Kreatin in 
Kreatinin iibergefiihrt wird. 


Das Eindampfen erméglicht demnach ebenso die Bestimmung des 
Gesamtkreatinins im Vollblut schon aus 1!., cem Citratblut, wie auch ein 
Erfassen geringgradiger Verschiebungen des Blutkreatinspiegels durch 
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entsprechend gréBere Ausgangsblutmengen. Das praformierte Kreatinin 
muB hingegen nach der friiher beschriebenen Methode bestimmt werden. 


Tabelle II. 

















Ohne einzudampfen Eingedampft auf 1/, Volumen 
Gesamt- Gesamt- 
Nr. Abgelesen Mitte) kreatinin| Mittel Nr. Abgelesen Mitte) ‘Kreatinin yittel 
mg-?/9 mg-°/5 
Blut 1. 
1| 82 82 80 |) g,. 1/73 74 73 ||. J 
| 81 81 81 || 81,2 0,80 74 75 75 | 74.0 1,70 
21 81 81 79 |) one 2/74 75 75 |) ose 
| 80 80 80 | 80,2 0,90 74 74 73 | 74,5 1,65 
3| 81 81 81 i 8/78 72 74). i 
| 80 81 82 81,0 | 0,86 73 74 72 |{ 739 | 1,75 
4 81 81 81 |) ces 74 74 72 \\ sag 
‘7 (4 (4 (2 nO & 
/ 80 81 80 | 81,0 0,85 74 74 73 (| 73,5 1,80 
5| 80 82 82 i Bi oe. 36.90 1) ero ‘ 
81 81 81 61,2 | 0,80 74 75 75 14,8 | 1,60 
6 81 81 82 | ag ; 6 75 75 73 | - - 
g1 81 si j 842 | 90,80 74 74 73 | (4:0 | 1,70 
Blut 2. 
1/79 80 80 |) woz 1/71 73 73). 
2 79 80 79 | ~ - 2'70 70 70) - ai 
79 79 78 79,0 1,05 1.0 69 71 70 { 70,0 2,15 > 05 
3 81 81 80 | ano . 3/71 71 71 " 
go 80 79 | 822 | 0,95 70 71 69 | “05 | 2,10 
4 81 79 799 | - 4/71 71 71), 
79 80 79) 4 | 10 Sanyo | 
Blut 3 
1| 78 77 77 |) on 1| 68 69 69 |) ace 
7 77:76 '\j (0° | 1,80 68 68 69 | 685 2,40 
2| 78 79 78 |) on, " 2| 67 68 70 ) Eo 
Re OD eee | 
8 78 78 76 | { ” 3 68 68 69 on i 
7877 7 (\{ (78 | 1,25 69 67 67 | 680 245 
4:77 77 77 \\ on 4 68 68 68 || geo 
79 78 78 | @%8 | 1,25 70 67 68 |j 2 | 240 








Da ferner auch zur Bestimmung des praformierten Kreatinins 
3 ccm Blut bis zur Neutralisation des enteiweiBten Filtrates wie bei der 
Gesamtkreatininbestimmung verarbeitet werden, kann der iibrig- 
bleibende Filtratrest zur Gesarmtkreatininbestimmung mitverbraucht 
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werden. So kann man bei der gleichen Ausgangsblutmenge von 6 ccm 
fiir die Kreatinin- und Kreatinbestimmung 15 ccm Filtrat eindampfen 
und in der zur Kolorimetrie gelangenden Menge den Gesamtkreatinin- 
gehalt in 1,65 ccm Blut erfassen, wihrend nach der anfangs beschrie- 
benen Methode nur 0,55cem Blut zur Bestimmung kamen. 


Plasma, 


Die Methodik der Kreatinin- und Kreatinbestimmung im Plasma 
laBt sich durch Verwendung gréBerer Plasmamengen bei entsprechender 
Reduktion des Wasserzusatzes verbessern. Da dann 10°, ige Trichlor- 
essigsiure zum EnteiweiBen nicht ausreicht, mu eine starkere Kon- 
zentration gewahlt werden. 


Es war von Interesse, nachzupriifen, ob Traubenzucker die Be- 
stimmung des Kreatinins beeinfluBt. Es wurde daher Plasma und 
Vollblut Traubenzucker, einem Blutzuckergehalt von 200 und 400 mg-°,, 
entsprechend, zugesetzt. Der Versuch ergab, daB Leerplasma und Leer- 
vollblut den gleichen kolorimetrischen Kreatininwert hatten wie das 
Plasma und Blut mit Traubenzuckerzusatz. 








Der Citronensiuregehalt im Liquor cerebrospinalis. 


Von 
Bertil Benni. 


(Aus dem Physiologischen Institut und der Medizinischen Klinik der 
Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1930.) 


Das Vorkommen von Citronensiure im Liquor cerebrospinalis des 
Menschen ist friiher nicht nachgewiesen worden. Verfasser hat zuerst 
in Thunbergs Laboratorium und dann in der Medizinischen Klinik in 
Lund 225 Fille mit verschiedenen Krankheiten daraufhin untersucht 
und hierbei die Methylenblaumethode verwendet. 

Thunberg hat in Gurkensamen (Cucumis sativus) eine Citronen- 
siuredehydrogenase nachgewiesen, die bei der Untersuchung der 
Oxydationsintensitaét mit der Methylenblaumethode eine Zunahme der 
Entfarbungsgeschwindigkeit bei Anwesenheit von Citronensaure gibt. 
Hexosediphosphorsaure kann ebenfalls eine Zunahme veranlassen, aber 
die Anwesenheit dieser ist als ausgeschlossen zu betrachten, da die 
Cerebrospinalfliissigkeit in vom Verfasser ausgefiihrten Versuchen 
keine Steigerung der Entfirbungsgeschwindigkeit bewirkte, wenn im 
System anstatt Gurkensamenextrakt ein solcher von Apfelsinensamen 
benutzt wurde, bei dessen Anwesenheit Hexosediphosphorsdure eine 
Steigerung bewirkt. 

Durch Vergleich der Entfairbungszeiten von Serien von Liquor- 
verdiinnungen mit den Zeiten fiir Serien von bekannten Citronensiure- 
verdiinnungen kann man die in der Cerebrospinalfliissigkeit enthaltene 
Menge Citronenséure quantitativ bestimmen. 

Die vom Verfasser hierbei erhaltenen Resultate sind in unten- 
stehender Tabelle I zusammengestellt, in der die Faille nach Krankheits- 
gruppen geordnet sind. 

Die Fille von Dementia praecox stammen aus dem Krankenhaus 
St. Lars (psychiatrische Klinik); sie sind zum gréBten Teile chronisch. 
Die Epilepsien sind teils von der Medizinischen Klinik, teils vom 
Krankenhaus St. Lars. Zu bemerken ist, daB die meisten der Epi- 
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lepsien mit hohen Werten von St. Lars sind und mehr oder weniger 
starke psychische Verainderungen aufweisen (die meisten wurden in 
Athernarkose punktiert), wahrend die meisten Fille mit den niedrigen 
Werten von der Medizinischen Klinik stammen und keine ernsteren 
psychischen Stérungen zeigen. Alle tibrigen Fille sind mit wenigen 
Ausnahmen von der Medizinischen Klinik (alle Punktionen ohne 
Narkose). 

Aus den bisherigen Ergebnissen irgendwelche sicheren Schliisse 
betreffend die Differenzen des Citronensiuregehalts bei verschiedenen 
Krankheiten zu ziehen, wagt Verfasser nicht. Es hat indessen den 
Anschein, als ob die verschiedenen Krankheiten verschiedene Durch- 
schnittswerte hitten. So weisen z. B. die Epilepsien und die Gehirn- 
tumoren die niedrigsten Werte auf, wihrend andere, wie die Arterio- 
sklerosen, die vaskularen Lasionen verschiedener Art, die luetischen 
Erkrankungen, die Meningiten und andere, hdhere Werte zeigen. 
Wiirde man aus den Werten fiir die ,,normalen® Fille auf einen Normal- 
wert fiir den Citronensiuregehalt im Liquor cerebrospinalis zu schlieBen 
wagen, so sollte dieser bei etwa 45 Mikrogramm (y) pro Kubikzentimeter 
(0,000045 g/cem) liegen. 


Literatur. 


Torsten Thunberg, diese Zeitschr. 206, 109, 1929 (Lesserheft). — Otto 
Ostberg, ebendaselbst 208, 352, 1929. 
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Einflub von Salzen auf die Titigkeit der Malzkatalase. LV. 


Von 
M. 0. Charmandarjan und A. B. Tjutjunnikowa. 


(Aus dem anorganisch-chemischen Laboratorium des landwirtschaftlichen 
hi ‘ig | 
Forschungsinstituts in Charkow.) 


(Eingegangen am 11. Marz 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter den wenig zahlreichen Theorien, die den EinfluB von Salzen 
auf die Tatigkeit der Fermente, im besonderen der Katalase, zu erklaren 
suchen, gebiihrt derjenigen von Loeb! und Michaelis besondere Auf- 
merksamkeit. Gemeinhin wird das Ferment unter AuBerachtlassung 
seiner Natur mit EiweiBstoffen verbunden, an deren Oberfliche das 
Ferment sich in adsorbiertem Zustand befindet. Letzterer Umstand 
gibt AnlaB anzunehmen, daB jede Verainderung im Eiweifb als Adsorbens 
auch im Ferment selbst diese oder jene Veranderung hervorrufen 
mu. Indem Loeb sich auf die ampholyten Eigenschaften der Eiweib- 
stoffe, die sich sowohl mit Saéuren als auch mit Basen zu verbinden 
vermégen, stiitzt, macht er ihre Beeinflussung durch Salze von der 
elektrischen Ladung der EiweiBmolekiile abhaingig. Wie jeder Am- 
pholyt, so besitzt auch das EiweiB einen isoelektrischen Punkt, der 
dadurch gekennzeichnet ist, daB es an diesem Punkte keinerlei Ladung 
aufweist und keinerlei Verbindung mit den Kationen oder Anionen 
der Salze einzugehen vermag. Die Léslichkeit des EiweiBes wie auch 
seine physikalischen Eigenschaften erreichen bei diesem Punkt ihren 
Maximalwert. Sobald jedoch vom isoelektrischen Punkt nach einer 
oder der anderen Seite abgewichen wird, erhalt das EiweiBkolloid 
eine bestimmte elektrische Ladung: eine positive in saurem Medium, 
eine negative in alkalischem. Im ersten Falle besitzt das Eiweibkolloid 
die Fahigkeit, mit den Anionen der Salze eine chemische Verbindung 
einzugehen, im zweiten Falle verbindet es sich mit deren Kationen, 





1 J. Loeb, Proteins and the theory of colloidal behavior. New York 
und London 1922. 
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und je nach der stattgehabten Verbindung veraindern sich auch die 
physikalischen Eigenschaften des Kolloids. Die Salze und das EiweiB- 
molekiil reagieren miteinander nach dem Gesetz der Stéchiometrie, 
wobei die Wirkung der Salze von der Valenz der Kationen abhangt, 
indem einwertige Ionen schwicher wirken als zweiwertige, waihrend 
hinsichtlich der Wirkungsweise der Anionen sich eine derartige Gesetz- 
maBigkeit nicht feststellen laBt. 

Wenden wir das Gesagte auf die Fermentlésungen an, so ist zu 
bemerken, das auch hier die Wirkung der Salze mit der Reaktion 
des Mediums, das heiBt mit der Konzentration der Wasserstoffionen, 
zusammenhiangt, wobei der Wirkungsgrad von dem Abstand zwischen 
dem Reaktionsmedium und dem isoelektrischen Punkt des Kolloid- 
fermentes, wie auch vom wirksamen Ion und seiner Valenz abhangig 
ist. Je nach der Reaktion des Mediums kann das Kolloid positiv oder 
aber negativ sein und in dem einen Falle Affinitaét gegeniiber den An- 
ionen des Salzes, im anderen gegentiber dessen Kationen aufweisen. 


Michaelis und Pechstein', die die Wirkung der Salze auf die Katalase 
einer genauen Erforschung unterzogen, geben eine etwas abweichende 
Erklarung derselben. Als Untersuchungscbjekt diente ihnen isolierte 
tierische Katalase, deren Tatigkeit in einem kiinstlich erzeugten Puffer- 
gemisch studiert wurde. Nach Ansicht der Autoren weist die Dissoziation 
der Katalase je nach der Konzentration der H’ verschiedene Grade auf. 
Bei niedrigem py sehen wir das Ferment fast ausschlieBlich in Form von 
Kationen; am isoelektrischen Punkt iiberwiegen undissoziierte elektroneutrale 
Teilchen bei einer sehr geringen Anzahl von Anionen und Kationen. Mit 
zunehmendem py verschwinden die Kationen fast ganz und die un- 
dissoziierten Teilchen und die Anionen treten in der Uberzahl auf, wobei 
ihre Zahl mit Zunahme des py wachst und endlich bei bestimmter Kon- 
zentration in der Lésung ausschlieBlich Anionen zu finden sind. Die Trager 
der Katalaseaktivitat sind die undissoziierten Molekiile und die Anionen, 
wahrend die Kationen negativ bleiben, weshalb das Maximum der Ferment- 
wirkung beim isoelektrischen Punkt, nach dem héheren py hin, einsetzt. 
Der hemmende EinfluB der Salze steht mit ihrer Wirkung auf die un- 
dissoziierten Molekiile in Zusammenhang, und in den neutralen Salzen 
erscheinen nicht die Kationen aktiv, sondern die Anionen, worauf auch 
viele andere Autoren hinweisen. Die Wirksamkeit der Salze auBert sich in 
der Herabsetzung der Dispersitat der kolloiden Fermentlésung. 

Der EinfluB der Salze auf die Tatigkeit der Fermente ist von vielen 
Forschern untersucht worden (G@. Senter*, Rosenberg, Saleszky, W. Favre 
u.a.%). Alle diese Untersuchungen: wurden jedoch ausgefiihrt, ohne der 
H’-Konzentration und ihrem EinfluB auf die Tatigkeit der Katalase 


1 S. Michaelis und H. Pechstein, diese Zeitschr. 53, 320, 1913. 

2 G. Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257, 1903; 51, 673, 1905; 
G. Lockemann, J. Thies und H. Wichern, H. 58, 390, 1909. 

3 4. Rosenberg, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 28, 280, 1910; W. Saleszky 
und A. Rosenberg, ebendaselbst 38, 1, 1911; W. Favre, diese Zeitschr. 33, 
33, 1911. 
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Rechnung zu tragen. Nur in den Arbeiten von Michaelis und Pechstein', 
wie auch von Smirnow und Alissowa? finden wir bei der Erforschung der 
Salzwirkung Beriicksichtigung der Reaktion des Mediums, wie auch der Ver- 
anderungen des py, die sich je nach Einfiihrung des einen oder des anderen 
Salzes in die Fermentlésung einstellen. Die erstgenannten Forscher ge- 
langen auf Grund der erzielten Versuchsbefunde zu der von uns oben dar- 
gelegten Theorie, wahrend die zweiten in ihrem Versuchsmaterial die 
Bestatigung der Loebschen Theorie erblicken. 


Die vorliegende Arbeit wurde in Angriff genommen, um klar- 
zulegen, wieweit die Theorie von Loeb und Michaelis auf die Katalase 
des Gerstenmalzes Anwendung finden kann, wie auch, um die Be- 
dingungen festzustellen, unter denen sich seitens der Salze nicht nur 
ein hemmender, sondern auch ein aktivierender EinfluB auf die Tatigkeit 
der Katalase erwarten liBt. Fiir das Experiment lieben wir die Gerste 
im Laboratorium ankeimen, worauf sie bei 25°C getrocknet und fein 
gemahlen wurde. Der EinfluB der Salze wurde auf zweifache Weise 
untersucht: in einer Anzahl der Versuche wurde eine bestimmte Malz- 
einwage mit destilliertem Wasser extrahiert, in den anderen dagegen 
mit einer oder der anderen Salzlésung. Zu letzterem Verfahren griffen 
wir von der Voraussetzung ausgehend, da die Erforschung des Ein- 
flusses von Salzen auf die Malzkatalase durch den Umstand erschwert 
wird, da neben dem Hauptproze$, der Einwirkung auf die kolloide 
Fermentlésung, das ist auf die Katalase selbst, die sich in Koagu- 
lierung oder in Peptisation derselben auBert, noch Nebenwirkungen 
auftreten kénnen, und zwar: 1. eine von der Veranderung des py des 
Mediums abhangige chemische Reaktion zwischen Salz und Puffer- 
gemisch; 2. selbstindige Zersetzung des H,O, durch manche Salze; 
3. Einwirkung des Salzes auf das System H,O,-+- Ferment vom 
Moment der katalytischen Reaktion an. Da die beiden ersten 
Reaktionen im Kolloidsystem vor sich gehen, so erfordern sie dazu 
eine gewisse Zeit; die Extrahierung mit Salzlésung verfolgte den 
Zweck, diese Prozesse ablaufen zu lassen, damit sie auf diese Weise 
deutlicher hervortreten kénnten. Die Extrahierung wurde im Laufe 
einer bestimmten Frist ausgefiihrt (in manchen Versuchen | Stunde, 
in anderen 4 Stunden), worauf die Extrakte abfiltriert wurden. Anti- 
septische Mittel wurden nicht angewandt, da dazu keine dringende 
Notwendigkeit vorlag und auf diese Weise die Einbeziehung eines neuen 
Faktors vermieden wurde. Zu 20 cem des wasserigen Extraktes wurde 
eine gleiche Menge der Salzlésung zugesetzt, wihrend bei Verwendung 
der mit Salz hergestellten Extrakte zum gleichen Quantum derselben 
20 ccm destillierten Wassers gegeben wurden. Gleichzeitig wurden 


1 l.e. 


2 A. Smirnow und S. Alissowa, diese Zeitschr. 149, 63, 1924. 
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Kontrollversuche mit ohne Salz hergestellten Extrakten ausgefiihrt, 
wie auch mit inaktiviertem Malz unter im ibrigen gleichen Versuchs- 
bedingungen, wobei die Inaktivierung durch 5 Minuten langes Sieden 
im Wasserbad vollzogen wurde. Allen auf diese Weise angeordneten 
Versuchen wurden 5 cem 1 °, iges H, O, (Merck, zur Analyse) hinzugefiigt, 
worauf die Fliissigkeit 1. Stunde stehengelassen wurde. Nach Ablauf 
dieser Frist wurde das unzersetzte H,O, mit n/10 K MnO, in Gegen- 
wart von 3ccm 10°, iger H,SO, titriert. Der Unterschied im in 
Kubikzentimeter ausgedriickten K MnO, bei den inaktivierten und bei 
den aktivierten Proben ergab die Menge des unter den verschiedenen 
Versuchsbedingungen zersetzten H,O,. Die durch den reinen Wasser- 
extrakt zersetzte H,O,-Menge, ausgedriickt in Kubikzentimeter 
K MnO,, wurde als 100 angenommen und fiir alle ibrigen Versuche die 
relativen Werte in Prozenten berechnet, wodurch wir vergleichbare 
Ziffern erhielten. In Tabelle I sind die Befunde fiir die Kationenreihe 
wiedergegeben. 
Tabelle I. 











Im Laufe 1 Stunde extrahiert. a) 20ccm Extrakt + 20ccm Salzlésung. 
b) 20cem Salzextrakt + 20ccm destillierten Wassers. 

Konzen- NaCl NH,Cl CaCl 

ceca a b a b a b 
m/20 98,23 107,9 85,47 98,68 75,8 37,74 
m/40 99,2 113,2 91,47 97,02 89,35 35,48 
m/89 97,8 104,8 94,75 109,73 89,03 37,76 
m/160 96,69 96,11 96,47 97,16 93,32 44.19 
m/320 101,23 104,92 101,02 110,54 95,34 58,69 
m/640 101,23 106,15 104,76 115,64 97,82 65,52 
m)}1280 97,57 101,61 100,63 109,87 100,99 79.5 
m/2160 99,26 102,66 100,63 106,26 99,67 85,09 
m/5120 100,1 104,21 100,62 106,11 100,0 76,9 
m/10240 102,18 104,28 100,0 104,35 101,16 88,21 
m/20480 104,16 107,3 99,8 100,93 98,92 90,93 
m/40960 105,96 107,94 98,71 99,51 98,98 92,95 

Konzen- MnCl, FeCl; 

— E a do AR b 4 a b e c—a e—b 
m/20 50,76 26,6 127 116 148 +- 21 + 32 
m/40 61,77 23,24 118 96 143 + 25 +- 47 
m/80 70,94 22,63 99 84 135 + 36 + 51 
m/160 78,59 24,77 86 72 127 + 41 + 5d 
m/320 83,46 36,59 78 68 115 + 37 + 47 
m/640 87,46 45,21 70,75 56,83 100,2 + 30 + 43 
m/1289 92,02 57,97 60,75 44,32 75.9 +15 + 31 
m/2160 96,37 68,84 26,48 31,26 43,67 +17 + 12,0 
m/5120 98,18 77,89 26,98 31,28 18,07 — 8 — 13,2 
m/10240 100,2 89,11 26,98 32,77 1,2 —258 —315 
m/20480 102,14 98,6 37,9 40,1 1,2 — 36,7 — 39,0 
m/40960 105,12 102,3 42.3 47,15 0 —423 — 47,2 
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Die Veranderung der Salzkonzentration der untersuchten Gemische 
bewegte sich zwischen m/20 bis m/40960. Bei Betrachtung der er- 
zielten Befunde muB beriicksichtigt werden, da die Methoden der 
Katalasebestimmung keinen Anspruch auf voéllige Genauigkeit erheben 
diirfen, da die H,O,-Zersetzung mittels der Katalase von einer ganzen 
Anzahl von Faktoren beeinfluBt wird, von denen manche, in Anbetracht 
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Abb. 1. 


der Kompliziertheit des Untersuchungsobjektes, sich der Berechnung 
entziehen!. Infolgedessen lieBen sich bei Wiederholung der Versuche 
nicht immer vollig gleiche Ziffern erzielen. Die Bestimmung der 
H-Konzentration wurde nur an wasserigen Extrakten ausgefiihrt; 
es ergaben sich Schwankungen zwischen 6,2 bis 6,4. Nach den Ver- 
suchen von Smirnow und Alissowa zu urteilen, fiihren die Chloride 
der alkalischen Salze selbst bei hohen Konzentrationen keine Ver- 


1 M.Charmandarjan, diese Zeitschr. 204, 389, 1929. 
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anderung im py der Extrakte herbei, wahrend die Chloride zwei- 
wertiger Metalle in verdiinnten Lésungen dieses in geringem MaBe be- 
einflussen; die sich hierbei ergebenden Schwankungen bewegen sich 
bei n/20 Lésungen je nach dem Salz zwischen 0,3 bis 0,6 im Sinne 
einer Verringerung des py, mit anderen Worten — sie bewirken eine 
Erhéhung der Aziditat. Den héchsten Saureanstieg rufen die Mangan- 
salze hervor. Die Autoren nehmen an, da die Steigerung der Aziditat 
mit den zwischen den Phosphaten des Kornes und dem Salz sich ab- 
spielenden Reaktionen unter Bildung saurer Phosphate oder aber, 
bei UberschuB an Chloriden, freier Salzsiure vor sich geht. 


3 MnCl, + 4 NagHPOg —> Mng(P04)o + 6 NaCl + 2 NaH, PO, 
Mg Cl, + NaH, PO, —>» NaMgPO, + 2 HCL. 


In den Versuchen ,,a“ erzeugte das Chlorammonium eine starker 
hemmende Wirkung als das Chlornatrium, wobei die Hemmung bei 
steigender Konzentration zunimmt, um bei starkerer Verdiinnung 
sich abzuschwachen, so daB an ihre Stelle Aktivierung tritt, die bei 
m/640 ihr Maximum erreicht, worauf sich wieder ein langsamer Anstieg 
der Hemmung bemerkbar macht, bis zur Konzentration von m/40960. 
Bei Chlornatrium wird eine Reihe von Maxima und Minima beobachtet, 
und die hemmende Wirkung wird bei niedrigen Konzentrationen 
von einer die Tatigkeit der Katalase férdernden abgelést. Die gleiche 
stimulierende Wirkung sehen wir auch bei NH,Cl. In den Versuchen ,,b* 
bleibt die vergleichende Charakteristik der NaCl- und N H,Cl-Wirkung 
fast bei denselben Konzentrationen gewahrt, es treten die gleichen 
Maxima und Minima auf, bloB mit dem Unterschied, daB hier die 
aktivierende Wirkung ausgeprigter erscheint und daB selbst héhere 
Konzentrationen des NaCl, m/20 oder m/40, anstatt einer Hemmung 
Aktivierung der Katalase bewirken. Chlornatrium wirkt in seinen 
Endverdiinnungen in beiden Fallen, ,,a‘* und ,,b“, férdernd, wahrend 
NH,Cl in den gleichen Konzentrationen die Katalase leicht hemmend 
beeinfluBt; die Kurven nahern sich in diesen Punkten einander so sehr, 
daB sie fast zusammenflieBen. Es lieBe sich erwarten, dab weitere 
Verdiinnungen entgegengesetzte Beobachtungen ergeben. Im all- 
gemeinen aber stellen unsere Ziffern im Vergleich zu denjenigen 
Smirnows und Alissowas héhere Werte und eine geringere Hemmung 
sowohl fiir die einwertigen als auch fiir die zweiwertigen Ionen dar. 


Die zweiwertigen Ionen des Mangans und des Calciums unter- 
driicken die Tatigkeit der Katalase um ein mehrfaches starker als die 
einwertigen. Hier beobachten wir eine gegenteilige Wirkung: der hem- 
mende EinfluB ist in den Versuchen ,,b‘‘ fast doppelt so groB wie in ,,a*. 
Die Kurve des CaCl, stellt bei beiden Versuchsserien gebrochene 
Linien dar, die bei den Anfangskonzentrationen weit voneinander ver- 
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laufen, um sich bei den Endkonzentrationen einander zu nahern. Wir 
sehen wenig ausgesprochene Minima und Maxima in den Versuchen ,,a‘‘ 
und scharfer ausgepragte in den Versuchen ,,b. Die Kurve fiir MnCl, 
steigt gleichmaBig an und weist in ihrem Ende auf eine leichte 
Aktivierung hin. Die zweite Kurve entspricht bei den an- 
fanglichen Konzentrationen der des CaCl,, indem sie gleich dieser 
bei m/40 bis m/60 ein Minimum aufweist, worauf die Kurve 
bei MnCl, einen stetigen Anstieg ergibt und sich der Kurve_ ,,a“‘ 
nahert. 

Beide Chloride bringen bei den zur Verwendung gelangten Kon- 
zentrationen bei samtlichen Versuchen keine aktivierende Wirkung 
auf die Tatigkeit der Katalase hervor, es sei denn eine geringfiigige 
Steigerung bei m/20480 bis m/40960 des MnCl,. Bei Chlorcalcium 
sehen wir im Gegenteil bei den gleichen Konzentrationen sogar eine 
Erhéhung der hemmenden Wirkung. 


Ganz vereinzelt steht die hemmende Wirkung des FeCl, da. Das 
Eisen ist ein dreiwertiges Metall, das die héchste hemmende Wirkung 
auslést; zieht man jedoch die katalytische Zersetzung des H,O, durch 
FeCl, in Betracht, so bietet sich auf Grund des Zahlenmaterials ein 
eigenartiger Charakter desselben dar. In Beriicksichtigung dieses 
Umstandes muBten behufs Feststellung der zersetzenden Fahigkeit 
verschiedener Konzentrationen des FeCl, unter sonst tibereinstimmenden 
Bedingungen vergleichende Versuche angestellt werden. Die bei den 
Versuchen ,,b‘‘ gewonnenen Werte sind ebenso wie bei den zweiwertigen 
Metallen niedriger als die bei den Versuchen ,,a‘‘. Die zum SchluB 
der Tabelle I angegebenen Ziffern tun den Unterschied in der zer- 
setzenden Fahigkeit des reinen FeCl, und des FeCl, + Extrakt dar. 
Wir sehen sowohl betreffs der Versuche ,,a‘‘ wie auch ,,b‘‘, daB bei 
héheren Konzentrationen des FeCl, (m/20 bis m/2160) dieser Unter- 
schied ein positiver ist, bei Konzentrationen von m/5120 bis m/40960 
aber negativ wird. Dieser Unterschied ist bei den Versuchen ,,b“ ver- 
haltnismaBig gréBer als bei den Versuchen ,,a““. Wenn wir von den 
Versuchen S pitalskys' ausgehen, welche ergaben, daB in den Eisenchlorid- 
lésungen nur das einfache, nicht das komplexe Eisenion katalytische 
Reaktionsfaihigkeit besitzt, so laBt sich sagen, daB wir im Anfang 
unserer Versuche mit recht erheblichen Intervallen der Konzentrationen 
am FeCl, nicht nur keine hemmende Fahigkeit feststellten, sondern 
dieses im Gegenteil vom Extrakt im Sinne einer Hemmung beeinfluBt 
wurde, wobei dieser EinfluB bei m/160 ein gewisses Maximum erreicht 
(sowohl in Versuch ,,a‘‘ als auch ,,b‘‘), von wo ab er wieder fallt, um 


1 E. J. Spitalsky und N.N. Petin, Zeitschr. f. phys. Chem. 118, 161, 
1924. 
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bei m/5120 sein Vorzeichen zu andern. Dieser Umstand fiihrt zu der 
Annahme, daB die hemmende Wirkung der Fermente von einer solchen 
des Chloreisens abgelést wird, wobei letztere so stark ist, daB sogar 
bei einer Konzentration von m/40960 die zersetzende Fahigkeit 
der Katalase nicht einmal 50°, ihrer Norm erreicht. Bei derartigen 
Konzentrationen biBt das Chloreisen die Fahigkeit ein, H,O, zu 
zersetzen. 

Die hemmende Fihigkeit des Malzextraktes hingt méglicherweise 
mit der Verringerung der aktiven Ionen in der Lésung infolge dank 
der Gegenwart des Extraktes gesteigerter Hydrolyse zusammen, wobei 
dieser ProzeB sich nicht unter fortlaufendem gleichmaBigem Anstieg 
vollzieht, sondern ein Maximum aufweist, worauf wieder ein Abfall 
erfolgt. Bei starker Verdiinnung sehen wir bereits das FeCl, die Katalase 
hemmend beeinflussen; hier 14Bt sich annehmen, daB bei solchen Ver- 
diinnungen das Chloreisen sich in inaktivem Zustande befindet in Form 
von hydratischen Molekiilen, so daB sie H,O, nicht mehr zu zersetzen 
vermégen, dafiir aber die zersetzende Fahigkeit der Katalase stark 
herabsetzen. Die bei derartigen Verdiinnungen méglichen Veranderungen 
der Reaktion im Medium im Sinne eines Saéureanstiegs sind so gering- 
fiigig, daB die hemmende Wirkung der zweiwertigen, wie auch ins- 
besondere der dreiwertigen Ionen auf die Tatigkeit der Katalase sich 
wohl schwerlich darauf zuriickfiihren laBt. Wenn wir die EiweiBnatur 
der Katalase und ihre negative Ladung in Betracht ziehen, so lieBe 
sich unter unseren Versuchsbedingungen auf Grund der Loebschen 
Theorie sagen, daB die Katalase mit den Kationen des Salzes reagiert, 
wobei in den physikalischen Eigenschaften der Kolloidlésungen Ver- 
ainderungen eintreten, deren Grad entsprechend der Valenzerhéhung 
ansteigt. Nach Michaelis aber hatten wir hier eine Verbindung der 
aktiven Ionen der Katalase mit denen der Salze zu erwarten, deren 
Dissoziation sich in dem MaBe verringert, wie die Valenz steigt, wodurch 
ein Teil der Anionen inaktiviert wird. 

Aus unseren Versuchsbefunden laBt sich entnehmen, daB die mit 
der Einwirkung der Salze in Zusammenhang stehenden Prozesse durch- 
aus nicht so einfach verlaufen; so unterscheidet sich beispielsweise 
ihre Wirkung im Moment der Reaktion einigermaBen von derjenigen 
im Verlauf der Extrahierung. Die durch sie erzeugten physiko- 
chemischen Prozesse benétigen eine bestimmte Zeit, und ihr Charakter 
ist je nach den Versuchsbedingungen krassen Verdinderungen unter- 
worfen. Die Wirkung der Salze laBt sich nicht auf eine Umstimmung 
der Reaktion im Medium durch die Kationen des Salzes zuriickfiihren, 
da wir ja in manchen Fillen neben der hemmenden Wirkung auch 
Aktivierung der Katalase wahrnehmen. Dieser Umstand verbietet 
auch unter den vorliegenden Bedingungen die Annahme einer proteo- 
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lytischen Wirksamkeit unter Zerstérung der Katalase, wozu die Be- 
dingungen am giinstigsten sein diirften. 


In den nachstehenden Versuchsserien wurde die henimende 
Wirkung der Anionen festgestellt, wozu wir die Natriumsalze der 
Phosphor-, Schwefel-, Salpeter- und Salzsiure benutzten. 


Tabelle Il. 








Im Laufe 1 Stunde extrahiert. a) 20cem Extrakt + 20cem Salzlésung. 
b) 20cem Salzextrakt + 20 ccm destillierten Wassers. 
seseteitaitien 1... NaNO, ai Nacl 
it b a b a b 

m/20 39,4 36,0 57,93 84,12 98,23 107,9 
m/40 49,96 46,11 63,53 100,63 99,2 113.2 
m/80 60,14 56,8 66,66 109,63 97,8 104.8 
m/160 70,18 62,25 78,57 124.6 96,69 96,11 
m/320 84,6 7193 | 7519 | 11318 | 101,23 104,92 
m/640 90,0 83,19 91,47 118.6 101,23 106,15 
m/128 0 99,98 91,03 84,49 127,13 97,57 101,61 
m/256 0 100,2 92,89 93,79 127,28 99,26 102,60 
m 5120 104,26 100,1 96,12 128,37 100,1 104,21 
m/102 40 103,98 100,02 96,82 130,8 102,18 104,28 
m/204 80 96,18 93,15 98,0 130,2 104,16 107,3 
m/409 60 104,21 99,18 100,0 129,96 105,96 107,94 


Tabelle II (Fortsetzung). 











a b a b 
m/20) 100,0 105 129.66 144.5 
m/40 100,0 102,67 129,77 144,52 
m/80 100.0 108,39 127,58 144.5 
m/160 100,0 109,14 112,08 144,4 
m/320 100,0 109,14 109,89 144.4 
m/640 102,22 108,66 107,84 142.94 
m/128 0 94,22 106,11 104,9 142,94 
m/256 0 102,22 105,0 103,93 139,95 
m/512 0 104,0 105,2 101,96 137,25 
m/102 40 104,0 102,2 100,82 125,02 
m/204 80 100,8 102,8 99,8 111,18 
m/409 60 100,12 102,18 100,92 114,36 


19* 
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Die Anionen sind entsprechend ihrer hemmenden Wirksam- 
keit bei hohen Konzentrationen, unabhangig von den Versuchs- 
bedingungen ,,a“ oder ,,b“, wie 
folgt zu ordnen: 

H,P 0, > NO; > Cl’ > SO > HPO. 

Die héchste Wirkung sehen wir 
bei saurem Phosphat, die schwachste 
bei alkalischem, was im _ ersten 
Falle in einem Sdaureanstieg, im 
zweiten in einem Saureabfall seinen 


Ausdruck findet. 


Die Kurve des sauren Phos- 
phats 14Bt bei den Versuchen ,,b' 
eine starkere Wirksamkeit erkennen 
als in den Versuchen ,,a“‘, wahrend 
die hemmende Wirkung der iibrigen 














60 *----*Na,H/0, Anionen wie auch des alkalischen 
——-Na NO; Phosphats in den Versuchen_,,b* 

sor x xNa,S0, geringer ist als in den Versuchen ,,a“. 
40ba Na My PO, Besonders auffallend differieren die 
b Kurven fiir NO, und HPO,, wahrend 





30 a meg . "e560 * haa die Kurven der iibrigen Anionen 
unter beiden Versuchsbedingungen 
einander sehr nahe kommen. Hier, 
wie auch bei den Kationen, ergeben die Kurven Maxima und Minima, 
die fast durchweg fiir beide Versuchsserien iibereinstimmend sind. 
Mit Verringerung der Konzentration wird die oben angefiihrte Reihen- 
folge aufgehoben, und bei starkeren Verdiinnungen, namlich m/20480 
bis m/40960, sehen wir fiir die Anionen NO,, Cl und SQ,: 


Im Versuch ,a“ NOg; > SO, > CL 
70° SOQ, > Cl > NOs. 


Abb. 2. 


” ” 
In den Versuchen ,,a‘‘ ist SO, an die Stelle des Cl getreten, wahrend 
wir in den Versuchen ,,b‘‘ genau die umgekehrte Reihenfolge vor uns 
haben. Die Anionen des NO, iiben nicht nur nicht mehr die héchste 
hemmende Wirkung aus, sondern wir sehen sogar eine erhebliche 
aktivierende Beeinflussung der Katalase. Alle Anionen entwickeln 
bei gewissen Konzentrationen einen aktivierenden Einflu8 auf die 
Katalase, und zwar in den Versuchen ,,b“ eine scharfer ausgepragte 
als in den Versuchen ,,a‘*. Die héchste aktivierende Tatigkeit in den 
Anfangskonzentrationen entfaltet alkalisches Phosphat, in den End- 
konzentrationen wird die gleiche Aktivierung durch das Anion NO, 
(Versuche ,,b‘‘) hervorgerufen. 
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Zusammenfassung. 

1. Die Wirkung der Salze auf die ein komplexes kolloides System 
darstellende Katalase erfordert eine bestimmte, recht erhebliche Zeit. 
Deshalb wurden gleichzeitig mit den gewéhnlichen, zwecks Erforschung 
der Salzwirkung auf die Katalase im Moment der katalytischen Reaktion 
angestellten Versuchen auch solche ausgefiihrt, die der Feststellung 
der Wirkung der gleichen Salze in verschiedener Konzentration bei 
Extrahierung der Malzkatalase dienten. 

2. Die Untersuchung der katalytischen Wirksamkeit der Salze 
im Moment der katalytischen Fermentreaktion ergibt nicht immer 
ein klares Bild des Mechanismus dieser Wirksamkeit. 

Die mit einigen Kationen und Anionen gewonnenen experimentellen 
Befunde weisen, unabhaingig vom py, anstatt der hemmenden Tatigkeit 
eine férdernde auf. Besonders deutlich tritt dies in den Versuchen 
mit Extrahierung mittels Salzlésungen hervor. | 

3. Die iiblichen theoretischen Begriindungen der Salzwirkung 
geben keine Erklarung fiir die aktivierende Tatigkeit der betreffenden 
Salze, was méglicherweise mit einer Veranderung der Ladung des 
Kolloids selbst und mit einer Erhéhung seiner Dispersitét im Zusammen- 
hang steht. 

4. Die auf die hemmenden Anionen- und Kationenreihen beziig- 
lichen Befunde stimmen mit geringen Abweichungen mit denen anderer 
Autoren iiberein. Ejinige Besonderheiten zeigen die Fe -Ionen. In 
den mit diesen angestellten Versuchen wurde zwischen ihnen und der 
Katalase eine wechselseitige Hemmung festgestellt, und zwar trat 
diese bei geringeren Konzentrationen seitens der Eisenionen auf, bei 
héheren seitens der Katalase. Eine analoge Erscheinung wurde von 
anderen Autoren an tierischer Katalase beobachtet. 





Elektrolytische Methode zur Trennung yon a-Aminosauren 
in EiweiBhydrolysaten (1). 


Von 


John Arthur Anderson (2). 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale Universitat, New Haven, 
Connecticut, U.S. A.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1930.) 


Jede analytische Methode, durch welche Aminosduren in EiweiB- 
stoffen genau bestimmt werden kénnen, ist wiinschenswert. Fast in 
allen bekannten analytischen Methoden sind viele Fehler, und bei einigen 
ist es tiberhaupt schwer, iibereinstimmende Resultate zu erhalten. 
Solche Fehler sind aber nicht nur durch die Arbeitsmethode bedingt, 
sondern es sind auch die ungiinstigen Eigenschaften der Aminoséuren 
und ihrer Derivate daran schuld. Es liegt in der Tat die gréBte Not- 
wendigkeit vor, jene Faktoren zu eliminieren, welche zu diesen 
Fehlern beitragen. Aus diesem Grunde sollte man der elektroly- 
tischen Methode zur Trennung von z-Aminosdéuren besondere Auf- 
merksamkeit schenken, da jeder Beitrag zu ihrer erfolgreichen An- 
wendung wertvoll ist. 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich damit, die elektrolytische Methode 
weiter auszubauen, besonders auch ihre praktische Anwendung auf 
a-Aminosduren zu untersuchen. Zur Trennung kolloider Substanzen 
sind analytische und elektroosmotische Methoden mit Vorteil an- 
gewandt worden. Lyophile und lyophobe EiweiBkérper im Serum 
sind von Ruppel (3) durch Elektroosmose getrennt worden. Die 
Beobachtung, daB jede Wanderung von Eiweib gleichzeitig von einer 
sehr starken Elektrophorese von Wasser, und zwar im entgegen- 
gesetzten Sinne der EiweifSwanderung begleitet ist, kann man zur 
Konzentrierung von Eiweiblésungen mit Hilfe des elektrischen Stromes 
verwerten. 


Fiir die Versuche wurden’ elektroosmotische Zellenapparate 


verwendet. 
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Fricke (4) z.B. verwendet einen Fiinfzellenapparat zur Ferment- 
reinigung. Er arbeitete mit teilweise gereinigter Malzdiastase und beob- 
achtete, daB eine Wanderung von Fermenten sowohl anodisch als auch katho- 
disch erfolgt. 33°, der urspriinglichen Diastase konnten aus dem Mittel- 
raum der Anodenzelle wiedergewonnen werden. Ihre Enzymwirkung war 
jedoch verloren gegangen. 39°, blieben in dem zentralen Raum des Zellen- 
apparates. Ihre Aktivitaét war auf 2,4 bis 0,8 gesunken. 16°, konnten aus 
dem Mittelraum der Kathodenzelle wiedergewonnen werden; ihre spezifische 
Aktivitat hatte sich auf 100°, verstarkt. Um den Kontakt der Kolloide 
mit den Elektroden zu _ verhindern, wurden besondere Membranen 
verwendet. Seitdem ist gezeigt worden, daB andere Kolloide vonein- 
ander durch Elektrolyse getrennt werden kénnen, vorausgesetzt, daB 
die geeigneten Membranen fiir die Kontrolle der Permeabilitat benutzt 
werden. 


Die elektrolytische Trennung der Aminoséuren unterscheidet 
sich von der Trennung der Kolloide insofern, als ein Kontakt mit den 
Elektroden nicht so leicht verhindert werden kann. 


Theoretisch kénnen an der Anode verschiedene Reaktionen vor 
sich gehen, was durch folgende Gleichungen veranschaulicht wird: 


I. 2R.COO...+H,O =2R.COOH+ 0 

II. a) 2CH,CH,. COO... = CH,: CH, + CO, + CH,CH,. COOH 
b) 2R.COO... =R.R+2C0, 
c) 2R.COO... =R.COOR + CO, 


Theoretisch verlaufen diese Reaktionen vielleicht gleichzeitig 
und werden von sekundaren Reaktionen begleitet, in welchen die 
Produkte von II ganz oder teilweise oxydiert werden, wozu der Sauerstoff 
von I verwendet wird. Niedrige Stromdichte an der Anode begiinstigt 
die Gleichung I. Aber ebenso wird der ProzeB durch niedrige Saure- 
konzentration und hohe Temperatur beeinfluBt. Die Gleichungen 
unter IT hingegen werden durch hohe Stromdichte, grobe Saurekonzen- 
tration und niedrige Temperatur begiinstigt. Bei der Elektrolyse 
von Natriumacetat z. B. betragt nach Petersen die Ausbeute an Athan 
bei 20° 90°, (5), wahrend sie bei 100° nur 1°, betragt. Auch die 
chemische Struktur der Saure tibt einen entscheidenden EinfluB auf 
ihr elektrolytisches Verhalten aus. 


Das Verhalten der z-Aminoséuren an der Anode laBt sich mit 
dem der normalen aliphatischen Saéuren vergleichen. Die Elektrolyse 
des Glycinkupfers z. B. gibt eine Ausbeute von 95°, Athylendiamin. 
Dieser Vorgang (Lilienfeld) ahnelt der Bildung von Athan aus Natrium- 
acetat (6). Aus freiem Alanin erhielt hingegen Newberg hauptsichlich 
Acetaldehyd neben sehr geringen Mengen Diamin (7); es scheint somit 
die Bildung von Acetaldehyd der Bildung von Athylen aus Propion- 


siure analog zu sein. Aus Aminosdiuren entstehen immer die ent- 
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sprechenden Aldehyde, worin alle Bearbeiter dieses Gebietes iiberein- 
stimmen; Fichter und Schmidt (8) geben jedoch an, daB aus Glycin 
niemals Diamine durch Elektrolyse gebildet werden, sondern dab 
sie sich sekundar durch Einwirkung von Ammoniak auf Formaldehyd 
gebildet haben miissen. Einflu8 von Temperatur, Stromdichte usw. 
sind bei diesem Typus von Reaktionen scheinbar noch nie systematisch 
erforscht worden. Jkeda und Suzuki (9), welche die elektrolytische 
Methode zur Trennung gewisser Aminosduren erfolgreich angewandt 
haben, empfehlen, daB die Stromdichte an der Anode 1 Amp. pro 
Quadratzentimeter nicht tiberschreiten soll. Newberg hat das Schicksal 
verschiedener Radikale von Aminosaduren naher untersucht. Er fand, 
daB im Cystin der Schwefel zu freiem Schwefel und Sulfationen oxydiert 
wird. Serin gab Glykolaldehyd (10). Asparagin und Glutaminsaure 
liefern die entsprechenden Aldehydsiuren. Als Folgerung ergibt sich, 
daB bei der elektrolytischen Trennung von Aminosaduren Reaktionen 
vom Typus II méglichst ausgeschaltet werden miissen, was hohe 
Temperatur an der Anode und eine méglichst niedrige Stromdichte 
erfordert. 


Der von uns verwendete Fiinfzellenapparat war aus Hartgummi 
hergestellt. Jede Zelle war 3,5cm breit und ihr Durchmesser betrug 
17,5 x 14cm. Die einzelnen Zellen waren durch Membranen aus 
gewaschenem Bondpapier hergestellt und durch Kautschukschlingen 
festgehalten. Der Fiinfzellenapparat, der durch eine entsprechende 
Eisenklammer zusammengehalten wurde, erwies sich vollkommen 
wasserdicht und biegsam. Jede einzelne Zelle besaB am Boden einen 
kleinen Hahn zur Entnahme des Fliissigkeitsinhaltes. 


Als Anode wurde eine Platte aus Graphit (General Electric 
Company, Schenectady, New York, U.S. A.), die vorher zur Ent- 
fernung von Verunreinigungen auf hohe Temperatur erhitzt worden 
war, verwendet. Nicht alle Graphitplatten eigneten sich, und viele, 
welche untersucht wurden, verunreinigten die Aminosdurelésung 
mit kohlenstoffreichen Substanzen. Auch die von uns verwendete 
Graphitanode wurde im Laufe der Analyse in geringem Mafe an- 
gegriffen, die Kohlenstoffpartikelchen konnten jedoch von der Lésung 
leicht abfiltriert werden. Unsere Anode absorbierte keine wagbaren 
Wassermengen. 


Als Kathode wurde ein Kupferblatt verwendet. Die Temperatur 
des Mittelraumes der Zelle wurde mit Hilfe einer Glasspirale, durch 
welche Dampf oder Wasser geleitet werden konnte, reguliert. py-Be- 
stimmungen wurden auf die obligate Weise durchgefiihrt. Wahrend 
der Elektrolyse wurde die Lésung im Mittelzellraum durch einen 
gewaschenen Luftstrom umgerihrt. 
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Der Natur der Membran wurde besondere Aufmerksamkeit 
gewidmet. Es miissen zwei Bedingungen erfillt werden, wenn die 
Membran zur Trennung von Aminosduren in unserer Zellkonstruktion 
dienen soll. 


1. Mischung der Inhalte der angrenzenden Zellen muB verhiitet 
werden. 


2. Die Membran darf der elektrolytischen Wanderung der Amino- 
siuren keinen zu groBen Widerstand bieten. 


Die Mischung der Inhalte der einzelnen Zellen kann durch Elektro- 
osmose erfolgen, besonders wenn ein Potentialgefille in den Lésungen 
auf den verschiedenen Seiten der Membran herrscht. Endosmose 
bereitet bei der exakten elektrolytischen Trennung von Aminosiéuren 
groBe Schwierigkeiten. Elektrolysiert man eine Mischung von Asparagin- 
siure, Glycin und Arginin bei py 7 im Mittelraum eines Dreizellen- 
apparates, so wandern Asparaginsdure, Glycin und Arginin zur Anode 
bzw. Kathode, und ihre Wanderung ist nur wenig durch Endosmose 
beeinfluBt. Glycin dagegen, welches bei pq 7 nicht ionisiert ist, sollte 
im Mittelraum verharren. Es wird aber infolge endosmotischer Vorgange 
zur Kathode getragen und verunreinigt somit Arginin. Durch drei 
Wege sollten diese Schwierigkeiten verhiitet werden kénnen, und 
zwar: 

1. dadurch, daB die mittlere Zelle mit der Anode durch eine Mem- 
bran verbunden wird, welche erlaubt, daB die Lésung in der Richtung 
der Kathode flieBt, waihrend die Membran zwischen Mittelzelle und 
Kathode eine Fliissigkeitsbewegung zur Seite der Anode erlaubt. 
Gegen diese Lésung kénnen aber ernsthafte Einwande erhoben werden. 


2. Durch wiederholte Elektrolysierung des verunreinigten Materials. 
Foster und Schmidt (11) verwendeten diese Methode. 


3. Durch Verwendung von Membranen, durch welche eine os- 
motische Bewegung kaum stattfindet. Aus den Arbeiten von Barratt 
und Harris (12) ergibt sich, daB Membranen von pergamentahnlicher 
Natur bei der Anwendung in wasseriger Lésung niedrige Endosmose- 
werte liefern sollten. 


Wenn wir die Frage der elektroosmotischen Bewegung ausschalten, 
dann bleibt noch eine andere wichtige Eigenschaft der Membran, 
namlich ihre Permeabilitat oder die Lange der Zeit, welche die Amino- 
siure fiir ihre Wanderung durch die Membran zur Anode bendétigt. 
Dieser Vorgang ist bekanntlich nicht nur von der GréBe der Poren 
abhangig, sondern es spielt die chemische Natur der Zellwande bei 
der Durchlassigkeit von Ionen eine wichtige Rolle, welche Tatsache 
Michaelis und Fujita (13) eingehend studiert haben. 
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Das Verhiltnis der elektrolytischen Wanderung von Asparaginsiureionen 
durch verschiedene Membranen. 


Durch dieses Experiment sollte herausgefunden werden, welche 
der verschiedenen Membranen die Wanderung der negativen Asparagin- 
sdure am wenigsten verzégert. Eine wasserige Lésung von Asparagin- 
siure (1,5g) wurde im Mittelraum eines Dreizellenapparates bei 
pu 6 und 110 Volt Klemmenspannung elektrolysiert. Nach 2 Stunden 
wurde der Inhalt der Mittel- und Anodenzelle zur Trockne eingedampft 
und die Asparaginsiure bestimmt. Die mit vier verschiedenen Mem- 
branen erhaltenen Resultate waren die folgenden. 


Tabelle I. 


Elektrolytische Wanderung der Asparaginsaure. 





Prozentsatz der Asparaginsaure, 

welcher innerhalb zwei Stunden 

durch die Membran zur Anoden- 
fliissigkeit wandert 


Membran 


Starkes Pergament 3,5 
30°, Gelatine auf Seide suspendiert 27,0 
Pergamentartiges Papier 55,0 
Wid Hampshire, Bondpapier.......... 87,0 


Die auf Seide suspendierte Gelatine wurde mit 2°,iger Form- 
aldehydlésung gehartet. Die als ,,pergamentartig bezeichnete Mem- 
bran wurde so hergestellt, daB die eine Oberfliche eines Blattes 
schwedischen Filterpapieres sehr schnell iiber verdiinnte Schwefelsaure 
(2 Teile Saure in 3 Teilen Wasser) gezogen und hierauf griindlich ge- 
waschen wurde. Goldschlagerhautchen und Kollodium wurden nicht 
verwendet, weil das erstere feine Lécher besitzt und Kollodium end- 
osmotische Bewegung nicht gestattet. Aus den Resultaten ist zu er- 
sehen, daB sich ein gutes Bondpapier als recht zufriedenstellend erweist, 
besonders was die Durchlassigkeit anbetrifft, wahrend Pergament- 
papier und auch Gelatine die Elektrolyse verlangern. Da Bondpapier 
Pergamentpapier ahnelt und man somit eine geringe endosmotische 
Bewegung erwarten sollte, wurde es schlieSlich als Membran fiir unsere 
Untersuchungen gewahlt. 


Einfache Blatter waren aber nicht fest genug, und aus Experi- 
menten ergab sich, daB es giinstig ist, zwei Schichtenm Papier in der 
Zelle zu verwenden. Die Elektrolyse war unter diesen Bedingungen 
sehr zufriedenstellend und eine Diffusion zwischen den benachbarten 
Zellen trat nicht ein. Es wurde eine Phenylalaninlésung (1,5 g) 3 Stunden 
bei 110 Volt und niedriger Amperezahl elektrolysiert und das Phenyl- 
alinin analysiert. Die Tabelle II gibt die Resultate. 
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Tabelle II. 
EinfluB der Starke der Membran. 





Gewicht des wiedergewonnenen Phenylalanins 


Zellraum einfache Papier- doppelte Papier- 
membran membran 
4 £ 
ph a Be ee ee a 0,051 0,028 
Mittelraum . be a dace aa 1,366 1,394 
ee ee ey eee 0,056 0,026 
Summe: 1,473 1,448 


Starke der Endosmose bei Anwendung von Bondpapier als Membran. 

Angewendet wurde ein Fiinfzellenapparat. Es wurde die Starke 
der Endosmose gemessen, welche wahrend der Elektrolyse von asparagin- 
saurem Barium stattfindet. Man konnte eine deutliche Bewegung 
des Wassers von dem Zentrum gegen die Anodenzelle bemerken. Ge- 
wohnlich machte es fast 10°, der Lésung der Mittelraumzelle aus. 
Die genauen Werte sind jedoch dadurch etwas verfilscht, daB wahrend 
der Elektrolyse aus allen Zellen etwas Wasser verdampfte. In der 
folgenden Tabelle sind die Resultate, welche bei der Elektrolyse von 
asparaginsaurem Barium und von einem Gemisch aus Glycin und Aspa- 
raginsaure erhalten wurden, angegeben. 


Tabelle ITI. 


Endosmose wihrend der Elektrolyse von asparaginsaurem Barium. 
(Zeit 2 Stunden.) 





Volumen in ecm vor und nach der Elektrolyse 


% 2 3. oy 5. i) 


Raum 





{vor 600 590 500 500 590 #500 


Anode (A) : Z om iat re ‘“ 
|, nach 602 590 570 560 560 528 


he sued (A. Ue | vor 755 800 809 809 80) 800 
Anodenmittel (A.-M.) = Pe i 

| nach 752 825 806 825 792 791 
| vor 765 600 625 625 525 550 


Mittel (M 
eg ) | nach 695 530 520 535 510 510 


| vor 760 800 800 800 800 800 


{| nach 765 800 $25 835 792 770 


Kathodenmittel (K.-M.) - 


| vor 600 500 500 500 509 500 
| nach 600 490 478 493 497 473 


Kathode (K) 
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Tabelle IV. 


Endosmose wihrend der elektrolytischen Trennung von einem Gemisch 
aus Glycin und Asparaginséure. (Zeit 2 Stunden.) 





Volumen in cem vor und nach der Elektrolyse 
Raum “ AGERE 
1. 2. 


An de } vor 500 5 ") 
. | nach 498 490 
24s OPE sae vor 800 800 
Anodenmittel nak 800 790 
y 644 628 
Mitte oor Me we 
fittel \ nach 565 570 
, ; j 0 00 800 
Kathodenmittel - ----- | bert all 50 
\ nach 775 770 
7 { vor 500 590 
at ce oe Soe eee “n : 
Kathode nash 467 460 


Bondpapier muB, wenn es als Membran verwendet werden soll, 
gut gewaschen werden, um alle stickstoffhaltigen Substanzen daraus 
zu entfernen. Ein Blatt Papier 17,5: 15cm enthielt 0,0189 g Stickstoff 
(Kjeldahl). Behandelt man es jedoch 30 Minuten lang mit kochendem 
Wasser, so enthalt es nur noch 0,0015 g Stickstoff. Es wurden deshalb 
alle zu Membranen verwendeten Papiere mindestens zweimal mit 
kochendem Wasser je 30 Minuten lang behandelt. 


Experimentelle Arbeiten itiber die Elektrolyse von Aminosiuren. 


Foster und Schmidt (10) haben bereits gezeigt, daB man die Elek- 
trolyse zur Trennung von Aminoséuren aus EiweiBhydrolysaten vorteil- 
haft verwenden kann. Die vorliegenden Untersuchungen befassen sich 
mit der Isolierung der Aminosauren der sauren Gruppe aus organischen 
Gemischen. Asparaginsiure, Phenylalanin und Glycin wurden dazu 
verwendet. Als py-Indikatoren dienten 0,04° ige Lésungen von 
Chlorphenolrot und Bromthymolblau. Erstere fiir py 5,2 bis 6,4 und 
letztere fiir py 6 und 7,4. Wird Phenylalanin elektrolysiert (py = 6), 
so wandern 2°,, aus der Mittelraumzelle zur Anode und eine gleich 
groBe Menge zur Kathode im Verlauf von 3 Stunden. Es_handelt 
sich um Diffusion, da gleiche Mengen in jeder Richtung wandern. 
Das Schicksal von 3 bis 4°, der Séure konnte nach der Elektrolyse 
nicht bestimmt werden, aber es ist méglich, daB der Fehler im Ex- 
periment liegt, zumal bloB eine kleine Menge (1,5 g) Aminoséure ver- 
wendet wurde. Aus den Resultaten ist zu ersehen, dab jene Gruppe 
von Aminosiuren, als deren typischer Vertreter Phenylalanin anzusehen 
ist, bei py 6 elektrolytisch nicht wandert. 
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Es wurden Experimente mit Asparaginsiure ausgefiihrt, um die 
Zeit, welche fiir die Elektrolyse nétig ist, zu bestimmen, und ferner, 
wieviel Aminosdure aus dem Apparat zuriickgewonnen werden kann. 
Das py wurde durch Zugabe von Bariumhydroxydlésung bei etwa 6 ge- 
halten. Nach dem vollstaéndigen Verlauf der Elektrolyse wurden die 
Inhalte der Zellen fast zur Trockne verdampft, die Lésungen alkalisiert 
und schlieBlich erwirmt, um alles Ammoniak auszutreiben, welches sich 
vielleicht bei der Zersetzung von Aminosiuren gebildet hatte. Stickstoff 
wurde im Riickstand bestimmt. Die Stromstarke stieg waihrend der 
Elektrolyse bis auf 1,3 Amp. Die Resultate der Experimente werden 
in Tabelle V zusammengestellt. 


Tabelle V. 


Elektrolyse des asparaginsauren Bariums. 





' Dureh- Stickstoffverteilung in ‘ 
Ver- schnitts- nach der Elektrolyse 
ie brauchte oY a tee sr pee a 
pr Amino- Zeit ratur im Anode Kathode Membran 
saure Mittel- || und | Mittel-| und |vesglg 
raum Anoden- raum  Kathoden-| ’&™USt Summe 
Nr. g Std. oC mittel mittel 
1 1,5 2 31 70,6 25,4 0.6 3.4 109 | 
2 1,5 2 31 67,6 31,1 0,6 0,3 100 einfach 
3 4.4 35 812 162 05 20 100 | 
4 30 8 35 84,3 4,2 0,6 10.9 L100 doppelt 


Die in Tabelle V aufgenommenen Resultate zeigen den Effekt, welchen 
die Temperatur, die Dicke der Membran und die Menge der Saure auf die 
fiir die Elektrolyse benétigte Zeit haben. Auch die GréBe des Verlustes an 
Aminosaure wird dargestellt. 


Die Trennung von Glycin und Asparaginsiiure durch Elektrolyse. 


Die Experimente wurden angestellt, um den Vorteil einer elektro- 
lytischen Trennung der beiden Verbindungen zu demonstriéren. Im 
Mittelraum der Zelle wurde das py durch sukzessive Zugabe verdiinnter 
Bariumhydroxydlésung auf py5 bis 6,4 gehalten. Nach erfolgter 
Elektrolyse wurden die Inhalte der einzelnen Zellen verdampft und 
Ammoniak durch Zugabe von Magnesiumoxyd (phenolphthalein- 
alkalisch) und nachheriges Erwairmen vertrieben. Die Verteilung 
des Stickstoffs wurde in den resultierenden Lésungen bestimmt. Die 
Kjeldahl-Methode geniigte zur Bestimmung des Stickstoffs in den 


kathodischen und Kathodenmittelraumzellen. In den _ vereinigten 
Lésungen der Anode und anodischen Mittelzelle war es nétig, zwischen 
Asparaginsiure und Glycin zu unterscheiden. Die Asparaginsaiure 


wurde als Kupfersalz in der folgenden Weise abgeschieden: Die obige 
Lésung, welche etwas mehr als 1 g Asparaginsiure und viel weniger 
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Glycin enthalt, wurde auf 150 ccm konzentriert und mit Essigsiure 
angesduert. 25 ccm einer Kupferacetatlésung, aquivalent der theoretisch 
geschitzten Menge von Asparaginsdure und Glycin, wurden zugegeben 
und das asparaginsaure Kupfer bei 5° auskristallisieren gelassen. Nach 
dem Filtrieren, Waschen mit kaltem Wasser und Trocknen im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz wurde der Stickstoff sowohl im Salz als auch 
im Filtrat und Waschwasser bestimmt. Die Menge asparaginsaures 
Kupfer, welche in der Lésung, im Filtrat und im Waschwasser, zuriick- 
blieb, wurde indirekt durch Vergleich mit einer Fallung von asparagin- 
saurem Kupfer unter sonst gleichen Bedingungen bestimmt. Diese 
Korrektur wurde in allen unseren Bestimmungen vorgenommen. 

Der Glycinstickstoff in den vereinigten Lésungen wurde als Stick- 


stoff des Filtrats und Waschwassers vom asparaginsauren Kupfer 


minus dem Stickstoff des gelésten Kupferasparaginats berechnet. 

Die Lésung der Mittelraumzelle wurde nur auf Kjeldahlstickstoff 
analysiert, obwohl in einigen Fallen auch noch eine elektrometrische 
Titration ausgefiihrt wurde. Wenn im Verlauf der Elektrolyse Stickstoff 
nicht verloren ginge, so wire es einfach, schon aus dem Kjeldahlstick- 
stoffwert die Menge Asparaginsiure und Glycin der Mittelraumzelle zu 
bestimmen und ebenso die Menge Asparaginsaéure in der Anodenzelle. 
Die Zahlen fiir die Mittelraumzelle, welche aus der Tabelle VI zu ersehen 
sind, wurden unter der Annahme kalkuliert, daB der Stickstoffverlust 
sich auf beide Aminosdéuren gleichmaBig verteilt. Das Experiment | 
zeigt, daB es wiinschenswert ist, die Inhalte der Anodenmittelraum- 
und Kathodenmittelraumzelle nochmals zu elektrolysieren. Das wurde 
in den spaiteren Experimenten auch wirklich durchgefiihrt. Die Resultate 
der Tabelle VI zeigen auch, daB es trotz Wiederholung der Elektro- 
lyse schwierig ist, eine quantitative Trennung zu erreichen. Wird 


Tabelle VI. 


Elektrolytische Trennung von Asparaginsiure und Glycin. 





Tempe- Gewicht Stickstoffverteilung in °/, 





4 oF ratur im | der ver- nach der Elektrolyse 
Ver- |i Mektro-| ze | Mitel- | wea- |—————— 
such lyse soune deten Anode Kathode 
Siuren Und Anoden- Mittel u. Kathoden- Verlust 
Nr. | Std. °C . mittel mittel 
1 Kine 3 35 1,5 | Asp. 87,2 | Asp. 9,1, Glyc. 6,6 | 3,7 
Glye. 8,5 Glye. 85,1 
2 Zwei 3,5 34 15 Asp. 79,7 Asp. 15,7 » 9B | 48 
u. 3 Glyc. 2,7  Glye. 95,0 
3 Zwei 4 34 1,5 Asp. 88,2 Asp. 7,8 6 ae oe 
u. 5 Glye. 4,0 Glyc. 94,0 
4 Zwei + 30 3,0 = Asp. 94,0 Asp. 3,0 | 
u.4 Glye. 7,1 | Glye. 87,2 
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lange genug elektrolysiert, um den gréBten Teil der Asparaginsdure 
aus dem Zellmittelraum zu entfernen, so wird auch eine nennens- 
werte Menge von Glycin aus der Mittelraumzelle austreten. Es ist 
méglich, daB mit Erhéhung der Anzahl Volt die Trennung be- 
giinstigt wird, weil unter diesen Umstiainden die Asparaginsiure 
schneller wandern sollte. 

Die Vermutung liegt nahe, dab ein Teil des Stickstoffverlustes 
durch sekundaire Reaktionen an der Anode bewirkt wurde. Einige 
Experimente, welche mit einer léslichen Zinkelektrode unternommen 
wurden, in der Hoffnung, die Oxydation an diesem Pol zu unter- 
driicken, fiihrten zu keiner Verbesserung. Zinkhydroxyd fiel in der 
Kathodenzelle aus und bedeckte alle Membranen mit einem Uberzug. 
Diese Uberziige von Zinkhydroxyd bewirkten eine ausgesprochene 
Bewegung in der Mittelraumzelle gegen die Kathodenzelle, was die 
Resultate wertlos machte. 


Zusammenfassung. 


1. Eine praktische Zelle zum Studium der elektrolytischen 
Trennung von Aminosauren wird beschrieben. 

2. Die von uns angewandte Zelle war ein Fiinfzellenapparat, 
wie ihn friihere Forscher verwendet haben, der aber verschiedene 
Verbesserungen erhielt. 

3. Diese waren wie folgt: Die Verwendung von Hartgummi als 
Baumaterial der Zelle; die Anbringung von AuslaBhihnen am Boden 
einer jeden Zelle und die Verwendung von Luft als Riihreinrichtung. 


4. In der sorgfaltigen Auswahl einer praktischen Membran liegt 
der Hauptwert des Zellenapparates und seiner Anwendung. 


5. Unsere Erfahrungen haben gezeigt, daB mit heiBem Wasser 
gewaschenes Old Hampshire Bondpapier fiir die elektrolytische 
Trennung von Aminosaéuren vorteilhaft als Membran verwendet 
werden kann. 

6. Ungewaschenes Papier kann dagegen nicht fiir quantitative 
Trennung verwendet werden, weil es in Wasser lésliche stickstoffhaltige 
Substanzen enthalt. 


7. Die von der General Electric Company, Schenectady, U.S. A. 
gelieferten Kohlenelektroden erwiesen sich als zufriedenstellend. Die 
verwendeten Aminosiuren waren Phenylalanin, Asparaginsiure und 
Glycin. Asparaginsiure konnte bei py 6 auf elektrolytischem Wege 
in fast reiner Form von Glycin getrennt werden, es konnten jedoch 
nur 85°, der urspriinglichen Saéuremenge wiedergewonnen werden. 
4°, Aminostickstoff gingen in jedem Experiment verloren. 
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8. In allen unseren Experimenten war das unliebsame Auftreten 
von Elektroosmose bemerkbar. Immerhin zeigen die erhaltenen 
tesultate, im Zusammenhang mit den friiheren von Foster und Schmidt, 
daB die Méglichkeit der Entwicklung einer praktischen elektrolytischen 
Methode zur Trennung von Aminoséuren in Eiweibstoffen besteht. 
Unsere Experimente ermutigen zu Versuchen, diese Methode zu einer 
Trennung von Aminosiuren in Eiweibhydrolysaten zu verwenden. 
Die Arbeiten werden fortgesetzt. 
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Wirkungen eines Hefekonzentrationsproduktes nach 
parenteraler und enteraler Gabe auf den 
Kohlehydratstoffwechsel. 


Von 
A. Bickel und I. A. Collazo. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischén Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 13, Mdrz 1930.) 


Die Berechtigung zu der vorliegenden Mitteilung leiten wir daraus 
her, daB es uns gelungen ist, ein Konzentrationsprodukt aus Hefe 
herzustellen, nach dessen parenteraler, aber auch ganz besonders 
enteraler Zufuhr zum Korper Wirkungen am Kohlehydratstoffwechsel, 
besonders in der glykogenspeichernden Funktion von Leber und Muskel 
auftreten, wie man sie bisher nicht beobachtet hat und auch bei Zufuhr 
so kleiner Hefesubstanzmengen, wie wir sie bei unseren Versuchen 
anwandten, kaum fiir méglich gehalten hatte. 

DaB bei avitaminotischen Tieren durch perorale Hefe- oder Hefe- 
extraktgaben das geschwundene Leberglykogen mit der Restaurierung 
des normalen Kohlehydratstoffwechsels ebenfalls wiederhergestellt wird, 
kann als zutreffend angenommen werden. Es wird ja in diesem Falle 
der Kérper mit dem ihm fehlenden Vitamin durch die Hefegabe gespeist 
und damit die Ursache fiir den Glykogenschwund wahrend der 
avitaminésen Ernaihrung beseitigt. Wir verweisen in diesem Zusammen- 
hange besonders auf die Arbeit von Collazo und Sosa (7). Fraglich 
war es aber, ob im normalen Korper durch Hefefiitterung etwa auch 
eine Glykogenanreicherung in der Leber bewirkt werden kénnte. Am 
hungernden, aber im iibrigen normalen Tiere (Kaninchen) zeigten 
Bickel und Nigmann (2), daB in der Tat perorale Zufuhr einer gréBeren 
Menge (5 g) einer unter Schonung ihrer Vitamine. praparierten Trocken- 
hefe eine Erhéhung des Leberglykogengehaltes macht, die nur zum 
kleinsten Teile auf der mit dieser Hefegabe an sich ja immer verbundenen 
Nahrungszufuhr beruht, weil die Gabe gleicher Mengen vorher viele 
Stunden stark erhitzter Trockenhefe einen nicht entfernt gleich 
starken glykogenisierenden Effekt hatte, wie die gleiche Gabe vorher 
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nicht erhitzter Hefe. Aus diesen Versuchen ergab sich ferner, wie das 
ja auch zu erwarten war, da®B der glykogenisierende Hefebestandteil 
durch starke Hitzeeinwirkung zerstért wird. 

Bei anderen Versuchen mit peroraler Gabe der nicht vorher er- 
hitzten Trockenhefe am Hungerkaninchen fanden Bickel und Nigmann (1), 
daB innerhalb der auf die Hefefiitterung folgenden 3 Stunden der vorher 
erhéhte Blutzucker leicht, aber deutlich abfiel. 

Einen ahnlichen Blutzuckerabfall sieht man mitunter nach einer 
initialen, rasch voriibergehenden leichten Erhéhung auch beim Hunger- 
kaninchen, wenn man es mit kleinen Mengen von Starke oder Trauben- 
zucker fiittert. Man erklart dieses Phinomen aus einer durch die 
Nahrungszufuhr nach der Hungerperiode reflektorisch ausgelésten 
verstarkten, in gewissem Sinne itiberkompensatorischen  Insulin- 
produktion von seiten des Pankreas. Ob nun im Falle der Trockenhefe- 
gabe die danach eintretende Blutzuckersenkung auf diese Weise, oder 
ob sie durch Wirkung von vitamin- oder insulinartigen Substanzen, 
die mit der Trockenhefe dem Kérper zugefiihrt werden, erklart werden 
muB, bleibt vorliufig dahingestellt. 

In der frischen Hefe sind vor allem die Vitamin-B-Faktoren in 
reichem Mae enthalten. Zu ihrer Gruppe gehért der wichtigste 
Vitaminregulator des allgemeinen Stoffwechsels und besonders des 
Kohlehydratstoffwechsels. Ob nun in der Hefe neben diesem Vitamin 
noch ein besonderer insulinartig wirkender Stoff oder mehrere solcher 
Substanzen existieren, ist zwar keineswegs ganz sicher, wird aber 
im allgemeinen angenommen. 

Wenn man nun vor die Aufgabe gestellt ist, aus der Hefe als Roh- 
material ein Konzentrationsprodukt zu gewinnen, das in héchster 
Potenz stoffwechselregulatorisch und besonders regulierend auf den 
Kohlehydratstoffwechsel wirkt, ist es zweckmaBig, in jedem Falle 
das Verfahren so einzurichten, daB keine der wirksamen Substanzen 
(vitamin- und insulinartige Stoffe) durch das Verfahren geschadigt 
werden. 

Die praktische Bedeutung eines solchen Produktes, das die in 
der lebenden Hefezelle enthaltene Substanz, soweit sie den Kohle- 
hydratstoffwechsel beeinfluBt, méglichst vollstaéndig und in médglichst 
groBer Konzentration beherbergt, liegt auf der Hand. Trockenhefe 
und erst recht frische Hefe miiBten in so groBen Mengen beim Menschen 
gegeben werden, wenn man Wirkungen auf den Kohlehydratstoff- 
wechsel erzielen will, da8 sich aus diesem Grunde schon ihre praktische 
Verwendung zu dem genannten Zwecke verbietet, wie das neuerdings 
wieder Guttmann und Kallfelz (5) nachgewiesen haben. Darum war 
man ja auch schon immer bestrebt, die Medikation der frischen Hefe 
oder der Trockenhefe zu ersetzen durch konzentrierte Extrakte oder 
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durch PreBsifte von Hefe, ohne daB man aber bisher so wirksame 
Praparate oder Praiparate von solcher Beschaffenheit in anderer Be- 
ziehung gewinnen konnte, daB sie praktische Verwendung in der Therapie 
mit Erfolg gehabt hatten. 


Nicht nur die Diabetestherapie, fiir die die Hefetherapie mit Gabe der 
Gesamthefe heute vollstandig ausscheidet aus den oben genannten Griinden, 
sondern iiberhaupt das ganze Anwendungsgebiet des Pankreasinsulins 
stiinde unter Umstanden einem Konzentrationspraparat aus Hefe offen. 
Vor allem denken wir dabei auch an die Behandlung von Leberkrank- 
heiten, bei der Pankreasinsulin wegen seiner stark glykogenisierenden 
Wirkung in neuester Zeit bekanntlich eine auBerordentliche Bedeutung 
gewonnen hat. Wir denken aber auch an die Bedeutung, die fiir die Aus- 
iibung des Sportes, besonders wenn es sich darum handelt, Dauerleistungen 
zu vollbringen, ein Praiparat haben miiBte, das bei enteraler Zufuhr in fast 
spezifischer Weise den Glykogengehalt des Muskels betrichtlich steigerte. 
Die Leistungsfaihigkeit wiirde dadurch zweifellos erhéht werden miissen, 
weil Embden und Habs (4) den Nachweis fiihren konnten, daB wiederholte 
Muskelarbeit oder Training zu charakteristischen Veranderungen in der 
chemischen Zusammensetzung der Muskulatur fiihrt, von denen der ge- 
steigerte Glykogengehalt des trainierten Muskels die auffalligste ist. Im 
trainierten Muskel findet man mehr als doppelt, ja mehr als dreimal so viel 
Glykogen als in dem nicht geiibten Kontrollmuskel des gleichen Tieres. 
Embden und Habs sehen in dieser Vermehrung des Glykogenbestandes des 
trainierten Muskels eine wesentliche Ursache fiir die Steigerung der 
Leistungsfahigkeit des Muskels durch Ubung, da nach den herrschenden An- 
schauungen die Umwandlung von Kohlehydrat als wichtigste Energiequelle 
fiir die Leistung von Muskelarbeit anzusehen ist. Wenn es also gelingt, durch 
Zufuhr einer bestimmten Substanz zum Kérper, wie z. B. eines Kon- 
zentrationsproduktes aus Hefe, den Glykogengehalt der Skelettmuskulatur 
generell um mehrere 100°, zu steigern, so bedeutet das gleichzeitig, eine 
der wichtigsten Voraussetzungen fiir eine erhéhte Leistungsfahigkeit der 
Muskulatur zu schaffen. Endlich wiirde mit der glykogenisierenden Wirkung 
solcher aus der Hefe stammenden Biokatalysatoren im Kérper auch ein 
wichtiger Faktor gegeben sein fiir die allgemeine Erholung des Kérpers, 
weil die bei der Muskelarbeit entstehende Milchsiure in der Leber zu 
Glykogen leichter resynthetisiert, also ein Ermiidungsfaktor leichter fort- 
geschafft werden kénnte. 

Nachdem wir nun einen Blick auf die Verwendungsméglichkeiten 
eines Konzentrationsproduktes aus Hefe geworfen haben, miissen 
wir noch die Frage streifen, welcher Weg der Zufuhr zum Ko6rper fiir 
ein solches Priparat in Frage kommt. 


Soweit der Diabetes hier zur Diskussion steht, hangt diese Frage 
zusammen mit der Frage der Anwendungstorm des Insulins. Aus der 
Arbeit von Umber und Rosenberg (6) geht klar hervor, daB die enterale 
Insulingabe beim menschlichen Diabetes selbst bei exorbitant hoher 
Dosierung ohne nennenswerten Erfolg ist. Das riihrt offenbar davon her, 
daB das enteral zugefiihrte Insulin im wesentlichen von der Leber retiniert 
wird, genau wie das in die Pfortader injizierte oder vom Pankreas in die 
Vena pankreatica abgesonderte Insulin; der auf dem Lymphweg_ iiber 
den Ductus thoracicus in den allgemeinen Kreislauf gelangende Insulin- 
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anteil bei der inneren Pankreassekretion bleibt bei der enteralen Insulin- 
zuftuhr unberiicksichtigt. Er mu®8 aber offenbar beriicksichtigt werden, 
wenn Insulinzufuhr beim Diabetes helfen soll, d. h. es muB eine bestimmte 
Insulinquote unter Umgehung der Leber in den allgemeinen Kreislauf 
gebracht werden. Collazo und Rubino (3) haben auf diese Dinge unliangst 
in einer Arbeit aus dem hiesigen Laboratorium hingewiesen. 

Will man mit Insulin lediglich Leberbehandlung treiben oder es bei 
Mastkuren verwenden, so diirfte wohl die enterale Insulingabe bei ge- 
niigend hoher Dosierung véllig ausreichend sein. Denn aus der Arbeit von 
Collazo und Rubino (3) ergibt sich, daB enteral verabfolgtes Insulin stark 
glykogenisierend wirkt. 

Ein Konzentrationsprodukt aus Hefe kénnte natiirlich ebenso wie 
das Pankreasinsulinpriparat je nach Bedarf auf den verschiedensten Wegen 
(subkutan, intravenés, perlingual, perrektal, intragastral, enteral) dem 
Kérper zugefiihrt werden. Im Hinblick auf die oben skizzierten Ver- 
wendungsméglichkeiten eines solchen Praparats ist aber vor allem von 
Wichtigkeit zu wissen, welche Wirkungen es auf den Kohlehydratstoff- 
wechsel bei subkutaner und intragastraler Zufuhr ausiibt. Die Unter- 
suchung dieser Frage ist der Gegenstand unserer vorliegenden Studie. 

Wir stellten uns aus obergiriger Hefe, die von der Hochschul- 
brauerei in Berlin bezogen wurde, unter Vermeidung von Temperaturen 
iiber 40°C ein eiweiBfreies und zuckerfreies Konzentrationsprodukt 
her, das wir in der Charité-Apotheke zu Pillen verarbeiten lieBen. 
Jede Pille enthielt 0,163 g von unserem Hefekonzentrat. Die wirksame 
Substanz war in diesem Produkt noch in Begleitung anderer Stoffe, 
die aus den Hefezellen stammten, besonders war sie noch stark ver- 
unreinigt mit phosphorsauren Salzen. Wir verzichteten aus dem Grunde 
vorlaufig auf eine weitere Reinigung, weil wir dieses Produkt ohne 
Anwendung von Chemikalien durch Autolyse und Zentrifugieren 
aus den Hefezellen gewonnen hatten und wir bei weiterer Reinigung 
chemische Eingriffe hatten vornehmen miissen, von denen sich nicht 
voraussagen lieB, wieweit durch sie die wirksamen Substanzen eine 
Schadigung erfiihren. Es kam uns zunachst darauf an, die Wirkung 
eines solchen Konzentrationsproduktes aus Hefe auf den Kohle- 
hydratstoffwechsel im Prinzip klarzulegen. 

In einer ersten Versuchsreihe (Tabelle I) an drei normalen 
Kaninchen, die 48 Stunden gehungert hatten, priiften wir den EinfluB 
des gelisten Hefekonzentrats bei dessen subkutaner Injektion auf den 
Blutzucker. In zwei Fallen wurde das Originalkonzentrat in Lésung 
verwandt, in einem Falle das nimliche Konzentrat nach vorherigem 
einmaligen Aufkochen seiner wisserigen Lésung. In allen drei Fallen 
sank in den auf die Injektion folgenden 5 Stunden der urspriinglich 
erhéhte Blutzucker um etwa 31,4°,, im Mittel der beiden ersten Ver- 
suche und um etwa 37°, bei dem letzten Versuch mit dem fliichtig 
erhitzten Konzentrat. Damit ist bewiesen, daB das von uns benutzte 
Hefekonzentrat bei parenteraler Zufuhr blutzuckersenkend wirkt, 
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und daB diese Eigenschaft durch kurzes Aufkochen des Konzentrats 
in wasseriger Lésung nicht verindert wird. Das Ma® der Blutzucker- 
senkung beim Hungerkaninchen entspricht in dem vorliegenden Falle 
ungefihr demjenigen, das Bickel und Nigmann (1) beim Hunger- 
kaninchen nach peroraler Gabe eines vitaminaktiven Trockenhefe- 
pulvers gefunden hatten, ist also durch das Konzentrationsverfahren 
nicht gesteigert worden. 

In einer zweiten Versuchsreihe (Tabelle II) wurde bei sechs Hunger- 
kaninchen der EinfluB der intrastomachalen Gabe von 6 Pillen des Hefe- 
konzentrats auf den Blutzucker im Verlauf der folgenden 5 oder 6 Stunden 
untersucht. 


Bei vier Tieren war im Durchschnitt der Blutzucker 5 Stunden 
nach der Pillengabe um 31,3 °,, gesunken, bei zwei Kaninchen 6 Stunden 
nach der Pillengabe um 42,5°,. 

Der 5 Stunden nach der intragastralen Gabe der Hefepillen 
gefundene Blutzuckerabfall ist fast identisch mit demjenigen, der 
5 Stunden nach der subkutanen Injektion des Hefekonzentrats fest- 
gestellt worden war. 


Die Menge der mit den Pillen zugefiihrten Substanz ist minimal, 
die Gesamtmasse der Pillen betrug 6 .0,207 = 1,242 g, die Menge 
der darin enthaltenen Hefetrockensubstanz 6 . 0,163 = 0,978 ¢. An- 
gesichts dieser quantitativen Verhiltnisse und der Tatsache, dab 
z. B. nach unseren Erfahrungen die Gabe von | bis 2 g vitaminaktivem 
Hefetrockenpulver beim Kaninchen nach der intragastralen Zufuhr 
iiberhaupt keine Wirkung mehr auf den Blutzucker hat, wenn das 
Kaninchen vorher 48 Stunden gehungert hat, mu8 man annehmen, 
daB die Blutzuckersenkung nach der intrastomachalen Zufuhr des 
Hefekonzentrats, wie auch nach der subkutanen Injektion seiner 
wasserigen Lésung auf der spezifischen Wirkung bestimmter Stoffe, 
die sich in der Hefe finden, beruht, und nicht die Folge einer mit der 
Zufuhr des Hefekonzentrats zum Ko6rper implizite erfolgten Nahrungs- 
zufuhr ist, die zu einer vermehrten Pankreas-Insulinbildung gefiihrt 
und so das Phinomen der Blutzuckersenkung ausgelést haben kénnte. 


In einer dritten Versuchsreihe (Tabelle III) wurde drei Kaninchen, 
die bei Griinfutter gehalten worden waren und sich in voller Verdauung 
befanden, neben 6 Pillen des Hefekonzentrats 1 ccm einer 50°, igen 
Traubenzuckerlésung pro 100g Kérpergewicht intragastral gegeben. 
Vor der Zucker-Hefegabe und am Ende der ersten und dritten Stunde 
danach wurde der Blutzucker analysiert. Am Ende der dritten Stunde 
wurden die Tiere durch Verbluten getétet und in Leber und Muskulatur 
das Glykogen nach der Methode bestimmt, die auch Collazo und 
Rubino (3) angewandt und in ihrer Arbeit beschrieben haben. 
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In allen Fallen zeigte sich am Ende der ersten Stunde eine leichte 
alimentire Hyperglykamie; am Ende der dritten Stunde war aber 
der Blutzuckerwert wieder auf das Niveau gefallen, das er vor der 
Zucker- und Hefegabe eingenommen hatte. Zu eben dieser Zeit waren 
aber die Glykogenwerte in der Leber und im Muskel enorm erhéht 
im Vergleich zu den Werten bei Kaninchen, die lediglich die genannte 
Zuckermenge bei im iibrigen identischen Versuchsbedingungen pro 
100 g Kérpergewicht erhalten hatten. 

Wie namlich aus der Arbeit von Collazo und Rubino (3), die fast 
zu gleicher Zeit mit unserer vorliegenden Arbeit im hiesigen Labora- 
torium ausgefiihrt wurde, hervorgeht, betrug der Leberglykogenwert 
(Durchschnittswert von Versuchen an sechs normalen Kaninchen) 
nach der genannten Zuckergabe allein und bei sonst identischen 
Versuchsbedingungen 3,80°, und der Muskelglykogenwert 0,60”, 
und im Durchschnitt von Versuchen an vier anderen normalen Kaninchen 
war der Leberglykogenwert 3,04 °,, und der Muskelglykogenwert 0,31 °,,. 
Bei unseren Versuchen mit der gleichzeitigen intragastralen Gabe von 
Zucker plus 6 Hefekonzentratpillen betrug der Leberglykogenwert 
im Durchschnitt von drei Versuchen 17,83 °,,, der Muskelglykogenwert 
2,3°,. Das Leberglykogen war also durch die intragastrale Gabe 
des Hefekonzentrats um 468°,, das Muskelglykogen eben dadurch 
um etwa 511°, erhéht worden. 

Wir erinnern daran, daB Bickel und Nigmann (2) bei Hunger- 
kaninchen durch perorale Gabe von 5g eines vitaminaktiven Hefe- 
trockenpulvers ohne gleichzeitige Zuckergabe, und zwar 4 Stunden 
nach der Hefegabe, Steigerungen des Leberglykogens um 200 bis 300°, 
gefunden hatten im Vergleich zu dem Leberglykogengehalt von Kanin- 
chen; die gleich lange Zeit gehungert hatten. 

Erhitzung dieses Trockenpulvers bei 140°C wahrend 24 Stunden 
im Trockenschrank hatte seine glykogenisierende Wirkung bei solchen 
Hungerkaninchen fast vernichtet. Die Hefe wirkt also bei Hunger- 
kaninchen durch gewisse spezifische Stoffe in ihr ziemlich stark 
glykogenisierend. Auffallig ist aber, daB bei gleichzeitiger Gabe von 
Hefekonzentrat und Traubenzucker in der Dosierung wie bei den 
Versuchen der Tabelle III bei Hungerkaninchen die glykogenisierende 
Wirkung der Hefe sehr viel geringer ist als bei Kaninchen, die den 
Zucker und das Hefekonzentrat in gutem Ernahrungszustand und im 
Stadium voller Verdauung bekamen. Auf diese Beobachtungen werden 
wir in einer anderen Arbeit zuriickkommen und dann auch die dies- 
beziiglichen Versuche mitteilen. 

In einer vierten Versuchsreihe (Tabelle IV) wurde unter Ein- 
haltung derselben Versuchsbedingungen wie bei der dritten Versuchs- 
reihe bei 3 Kaninchen 3 Stunden nach der Hefe- und Zuckergabe 





Tabelle I. 








301 


Hefekonzentrationsprodukt und Kohlehydratstoffwechsel. 


soles | 
JOSSBM Ul DET 9g | 





ua { 19p 
UsSUa WK BUeqeAe4s) 


6900 ¢90°0 9800 0210 

890°0 ¢90°0 880°0 6110 

TLO'0 c90'0 Cs8U0'U T2T0 
‘PIS 9 Youu ‘PIS * Youu 0 


Pas TI yoru 0 


% 9 Ul eMJOyoNZyNIG 





0}.10 M87} ORSON | 
Og9T : cakes eet 
OOFT ; oe Set : 


Pi 





WSTMOE 





qsoas 
JOSSBA Ul UTIg 9 | 





T80'0 160°0 
T80°0 F600 
960°0 '60°0 
910°0 es0'0 
Z0°0 160°O 





“pis Z youu 





> UL ete Mseyonzynig 





O19 M8} LUG OSyOIN(] 


OGLT CEP reas & 
0091 hs eens. 
00gE ee a 
0U9Z i Res 
3 

ugyouruRey 


WOIMeN 





‘uglidejay] g sep eqey sop youn 


“TT 90°99. 





*u9a}yBy jlosun yas uspUINS QP VIP ‘ue oUulaey 1aq ual idajoy Q WOA OqBl) YORU oPoMsoyonz NI Y 





W990 g T80°0 640°0 Tord 6210 OOFT 2 aaa 
‘UBPOOYJNY soFBuUUle YoOunp 4zj31q49 “QRayUEeZUOYyeJoF]T UNI G UOA uOTyeluT JoUBZNYyGNs YORU oy1OMIO¥ONZyNI_ 
| FL0°0 280°0 960'0 s0r'o  *  @Hemsz}UGosqOING] 
ss c ‘ ‘ > . », . . . . . . 
re | 1200 LL0°0 ¢80'0 g0T‘O OoFT | ae 
W990 g i} 820°0 880° LOTO Ito 0008 I” ‘ ei aes, ee ee 
‘uorjyeluy Jep qoun 
‘ua}eY WesZunyes vepung gp orp ‘ueqouruvy tq YeQUEZUOYeJoFY W909 Gg UOA UONyoeluy JoUBINyQns YOuN ayseMseyONZpNIG 
yesA[OyNKajeH a Bad bom | — Bhan. _— 2 = : uayoutue 
etuaK eueqeser) P wie} qonu WWOTMOLH eyoutuyy 
/o UL dyaMseyoNZ NL We MIOyoNZNI ’ 
°T 9119Q.L 
ee ee eS a Oe — <2. = &mMmae@dge@egd?asd a 2 & 2 





San 3S — = - SS ~ © ~— YS DA — oo 2? 2 ome —~e RES e ew 
moNEet > © Ons rh ROM S&r>soeps Ess ae Cee ANNs 
eee OTS | ° * @pLoMszrayosqoang 
, | a'g 0°61 OOgT ihe ee Sus 
ue[[dojoHT 9 + sta hin F ys ROAR es: Sek ie 
Wormessedioy FoQT oad Zunsoproeyonz woo | | 6% U 6G 0091 G 
UP 0G OST enema 
jeysnyy Wt Jaqe’] Jep ut a 
ud[idajoy, + SunsojseyonzZ uas1/9 OC Jap asuoy WWoIMay uaqouruey 


fo UL OWoMUaTOYyALH 





“Uey BY Use z]BUsoe ugide yop] g pun 


/ 
/ 


0 0¢ OUle oIp ‘UesyoUIUBY 1eq [EYsn, Wa pun seqoe'T sop ur ZunurunjysequesFoyAyTH 


5S SunsgQpeyonzueqneay, oF1°/ 
2 “AT 911999.L 
< 
al ‘uoqesosue uBsiQ soups JOO], Joe Zunuyoorurpy, qrur 010M 
5S -eso1gxoqy UsUepuUNyes YosIyyR} sop ULIOT ul AT e[[oqRy, dep ul etm ‘TTT o][equy, soserp ur puls oyoMUeTZOYA]Y) OIC] _ 
& eZ eszt || —s osT‘O 0610 Taro 9} 498} }LUOS YONG 
- eenden 9 4 | 0% | O'LT L110 010 1210 gst oe eet ae 
“~ ayormodiodigy 3 ygt oad tard | et 221 0 8sT‘O L3r‘0 OT9T Gunbviabat: F: 
Hansopleyon7 ulood T | ae ‘ P ‘ ‘ eh St com see 
GG 061 Igt 0 PLT O 91T 0 OG9T T AN 
| 
Jeysn, Wt 19qa'T J0p Ul ‘pis § Youu ‘PIs LT qovu aqexajayH + 
ualidejay], + Funsojseyonz Ge POs PA i MRE Sa EK 4 -19YONZ Op IOA 2 epecutes 
uaF19/9 OE Jap eduay, : Oo WH 1YyorMey qouruvy 
O/> UL OJaMUaZOYATH Oo UL OWeMAOyONZNIG 19 MIOYONZNIg want 





‘aqedsualideyjop]T + -s9oyonZ sop yYORN *ueqZRBYy UEsyeYysO UsTTIdoyoFHT g pun 
Sunsopeyonzueqnesy, eF1°/, OE eule eYyo]eM ‘ueIELy, leq [EYsSN|{ WI pun Jeqe’y, Joep ut ZunuunysequesoyxA]y 


“TITT 9199.1, 


302 












onus pws BY WY Sweee 


pew ev! @& 


+ 6 Hefepillen 


Ss VVESS CAV VE Ws se 


3,9 


“I 


1600 


1600 





19,0 


21,0 


© 
« 


3,83 


oe 
= 
~ 
4 
a 
n 
= 
re] 
BB 
>) 
nm 
2 
i 


Hefekonzentrationsprodukt und Kohlehydratstoffwechsel. 303 


Leber- und Muskelglykogen bestimmt. Der Durchschnittswert fiir 
das erstere betrug 21 °,,, fiir das letztere 3,83 °.,. Durch die intragastrale 
Zufuhr der Hefekonzentratpillen war im Vergleich zu den oben ge- 
nannten Kontrollversuchen der Leberglykogenwert um etwa 553°,, 
der Muskelglykogenwert um etwa 851°, emporgetrieben worden. 

Man sieht: Die Wirkung des Hefekonzentrats iibertrifft in dieser 
vierten Versuchsreihe die in der dritten Reihe beobachtete Wirkung 
noch bedeutend. 

Wir bemerken, daB bei allen Versuchen mit der intragastralen 
Gabe von Hefekonzentratpillen und Zuckerlésung die Pillen vorher 
im Wasser aufgelést wurden, und da diese Lésung zusammen mit 
der Zuckerlésung durch die Schlundsonde den Tieren gegeben wurde. 


Zusammenfassung. 


1. Ein bei Temperaturen nicht itiber 40°C und ohne; Anwendung 
von Chemikalien aus obergiriger Hefe hergestelltes, zucker- und eiweib- 
freies Konzentrationsprodukt der biokatalysatorisch wirkenden Be- 
standteile dieser Hefe ruft bei subkutaner wie bei intragastraler Zufuhr 
bei Hungerkaninchen eine Senkung ibres dure: den Hunger erhéhten 
Blutzuckerspiegels um 30 bis 40°, hervor. 

2. Die intragastrale Zufuhr dieses Hefekonzentrationsproduktes 
in Verbindung mit einer bestimmten, nach dem Kérpergewicht des 
Versuchstieres berechneten Traubenzuckergabe bei mit Griinfutter 
ernihrten Kaninchen im Stadium voller Verdauung ruft im Verlauf 
von 3 Stunden eine Steigerung des Leberglykogens um 450 bis 550°, 
und eine Steigerung des Muskelglykogens um 500 bis 850°, hervor 
im Vergleich zu den Glykogenwerten in Leber und Muskel bei Kaninchen, 
die unter sonst gleichen Versuchsbedingungen mit Traubenzucker 


ohne Zugabe des Hefekonzentrationsproduktes ernahrt worden waren. 


Literatur. 


1) A. Bickel und G. Nigmann, diese Zeitschr. 208, 421, 1928. 


| 2) Dieselben, ebendaselbst 210, 443, 1929. — 3) Collazo und Rubino, Klin. 
| Wochenschr. Nr. 5, 8. 217, 1930, siehe die ausfiihrliche Arbeit. 4) Habs, 
| ebendaselbst Nr. 47, S. 2187, 1929; ferner Embden und Habs, Zeitschr. f. 


physiol. Chem. 171, 1, 1927. — 5) Guttmann und Kollfels, Klin. Wochenschr. 
1929, S. 2246. 6) Umber und Rosenberg, Deutsch. med. Wochenschr. 


| Nr. 5 und 6, 1930. — 7) I. Collazo und J. M. Sosa, Glucogeno y Vitamina 
| B. Actas y Trabajos del IIT. Congresso Nac. de Medicina, Buenos Aires, 
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Isolierung eines Cyclotripeptids aus Casein. 


Von 


W. S. Ssadikow und E. A. Poschiltzowa. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 15. Marz 1930.) 


Im gegenwartigen Stande der EiweiBforschung ist die Aufmerksam- 
keit hauptsachlich auf die Untersuchung von Produkten der unvoll- 
staindigen, partiellen Spaltung gerichtet, weil aus deren Kenntnis eine 
unmittelbare Vorstellung tiber die Struktur der EiweiBstoffe gewonnen 
werden kann. 


Man darf nicht auBer acht lassen, da die iiblichen Methoden 
der Isolierung und Identifizierung von Proteinspaltprodukten noch 
nicht vollkommen genug sind, um eine Reihe von vorkommenden 
Aminoséuren (besonders von Poly-oxy-, Poly-amino- und Poly-carbon- 
siuren) fassen und von den méglichen sekundiren Umwandlungs- 
produkten unterscheiden zu kénnen. Es ware vielleicht zweckmabBiger, 
als Bausteine des EiweiBmolekiils nicht die Aminoséuren anzusehen, 
sondern die héhermolekularen Zwischenprodukte der Hydrolyse, die 
cyclischen Komplexe, welche durch partielle Spaltung entstehen. 

Als Produkte der unvollstéindigen Spaltung kénnen folgende 
Arten von Verbindungen vorkommen: 

1. Peptide (Di-, Tri-, Tetra-, usw. oder Polypeptide), welche 
einzelne Aminosiurereste in aliphatischer Verkettung enthalten. 

2. Peptine oder Dipeptidanhydride; sie entstehen durch cyclische 
Verkniipfung von zwei Aminosdureresten unter Bildung eines Diketo- 
piperazin-(Dioxopiperazin-)Ringes. Man kann diese Verbindungen 
vorteilhaft als Cyclodipeptide bezeichnen. 


3. Cycline oder Tri-, Tetra- usw. Peptidanhydride, welche viel- 
gliedrige Ringe enthalten und aus mehreren Aminosaureresten auf- 
gebaut sind. Sie kénnen auch als Cyclotri- bzw. Cyclotetra- usw. 
Peptide bezeichnet werden. 





a a Na aR ate ta Arn 














3am- 
voll- 

eine 
nnen 


oden 
noch 
nden 
‘bon- 
ings- 
iger, 
shen, 


, die 
rende 
elche 
lische 


keto- 
ingen 


viel- 
auf- 
usw. 








SIS e ree tere re ee ea ree ne 


raed aneter 





W. 8. Ssadikow u. E. A. Poschiltzowa: Isolierung eines Cyclotripeptids. 305 


Soweit Dipeptide und Polypeptide durch Auflésen von Peptin- 
bzw. Cyclinringen entstehen, sind die letzteren als primare Bildungen 
zu betrachten und als echte Bausteine des EiweiBmolekils anzusehen. 

Eine ganz besondere Bedeutung gewinnen in diesem Sinne die 


Polypeptide. Aus verschiedenen Proteinen wurden bisher folgende 
Polypeptide isoliert. 


1. Aus Edestin: Leucyl-tryptophyl-glutaminsiure (daneben kam Tryp- 
tophyl-glutaminsaure vor). 

2. ,, Edestin: Leucyl-glycyl-tyrosin. 

3. ,, Casein: Tryptophyl-alanyl-tryptophan. 

4. ,, Schafwolle: Tyrosyl-cystyl-glutaminsiure (daneben Cysteyl-gluta- 
minsaure). 

5. ,, Fibrin: Alanyl-glycyl-tyrosin. 

6. ,, Glutin: Arginyl-lysyl-glutaminsaure. 

7. ,, Fibroin: Glycyl-alanyl-glycyl-tyrosin. 

8. ,, Gliadin: Tyrosyl-glutaminyl-glutaminyl-glutaminsiure (Naka- 
shima). 

9. , Hefe: Glutamyl-glycyl-cystein'. 


Diesen Polypeptiden entsprechende Polypeptidanhydride (Cyclo- 
polypeptide) sind bisher noch nicht isoliert worden, aber es kann kaum 
bezweifelt werden, daB solche im nativen Proteinmolekiil vorkommen 
und da daraus durch sekundare hydrolytische Reaktionen die Poly- 
peptide entstehen. 

Fast simtliche Cyclopolypeptide, welche unlingst von EF. Abder- 
halden isoliert wurden, enthalten Prolinringe ; es ist héchst wahrscheinlich, 
daB die Gegenwart von Prolinresten den vielgliedrigen Gebilden eine 
gréBere Widerstandsfaihigkeit erteilt und da® diese dann von hydro- 
lytischen Reagenzien verhaltnismaBig wenig angegriffen werden. 
Cyclopeptide, welche kein Prolin enthalten, sind wenig bestandig und 
gehen leicht in Peptide und Aminosauren iiber. 


Bisher sind folgende Cyclopolypeptide aus Proteinen _ isoliert 
worden: 


1. Aus Schweineborsten: Cyclo-oxyprolyl-oxyprolyl-glycin ?. 

2. ,, Blutalbumin: Cyclo-prolyl-prolyl-valin®. 

3. ,, Casein: Cyclo-prolyl-leucyl-alanin ‘. 

4. ,, Géansefedern: Cyclo-prolyl-prolyl-oxyprolyl-glycin (daneben sind 


bekannt: Cycloprolyl-glycin und Cyclo-oxy- 
prolyl-prolin)®. 


5. ,, Seide: Cyclo-seryl-alanyl-alanyl-glycin ®. 
1 Kendall, Mc Kenzie, Mason, Journ. of biol. Chem. 84, 657, 1929. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 113, 1924. 
3 Ebendaselbst 134, 113, 1924. 
. °° 132, 1, 1923. 
5 je 127, 128, 281, 1922. 
? - 136, 134, 1924. 
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Uber Eigenschaften und Konstitution der Cyclopolypeptide ist 
bis jetzt nur wenig bekannt, weil diese Substanzen wegen der kleinen 
Ausbeuten bei der Darstellung aus Proteinen nur sehr schwer zuginglich 
sind und kein Cyclopolypeptid bisher durch Synthese erhalten 
worden ist. 


Die ringférmige Natur dieser Substanzen wird durch spezielle 
Reagenzien nachgewiesen, namlich durch Triketohydrindenhydrat, 
Pikrinsaure, 2,4, m-Dinitrostilben, 1, 3,5, m-Dinitrobenzoesaiure und 
1, 3, 5-Dinitroanisol. 


Besondere Wichtigkeit besitzt das Ruhemannsche Reagenz (Tri- 
ketohydrindenhydrat, Ninhydrin) auf freie g-Aminogruppen. Die 
Cyclopeptide, bei welchen eine solche freie g-Aminogruppe fehlt, genen 
keine Violettfarbung beim Erhitzen mit Ninhydrinlésung: erst nach 
der Spaltung mit Sauren oder Alkalien entstehen die Peptide und 
Aminosiuren, welche die Ninhydrinreaktion geben. 





Die Methoden der partiellen Spaltung von Proteinen, welche von 
E. Fischer und E. Abderhalden zur Darstellung von Polypeptiden und 
Cyclopolypeptiden angewendet wurden, und im besonderen die Methoden 
zur Isolierung dieser Substanzen aus den Produkten der Hydrolyse sind 
von Zufilligkeiten abhangig, und die Versuche sind unter scheinbar 
gleichen Bedingungen nicht zu reproduzieren. 


Die partielle Spaltung der Proteine wird nach E. Fischer folgender- 
maBen ausgefiihrt: 500 bis 1000 g EiweiB werden mit einem gréBeren 
UberschuB (die drei- bis fiinffache Menge des EiweiBes) von 70°. iger 
Schwefelsiure bei Zimmertemperatur oder mit iiberschiissiger 35°, iger 
Salzsiure bei 18 oder bei 40° behandelt. Die Einwirkungsdauer der 
Saure ist von groBer Bedeutung. 


Die gesamte Schwefelséiure wird dann mit Baryt entfernt und die 
erhaltene Lésung nach Entfernung des Baryts noch nachtraglich mit 
Trypsin und Erepsin gespalten; Polypeptide werden unter Anwendung 
von Phosphor-Wolframsaure und durch Esterifizierung in geringen Aus- 
beuten abgeschieden. Manchmal verwendet man Derivate der §-Naph- 
thalinsulfosiure und des Phenylisocyanats zur Isolierung von Cyclo- 
dipeptiden und Dipeptiden. Erst in letzter Zeit ist es H. Abderhalden 
gelungen, eine Reihe von Cyclopolypeptiden zu fassen. 


Im Jahre 1922 wurde von N. D. Zelinsky und W.S. Ssadikow ein 
Verfahren zur partiellen Spaltung der Proteine beschrieben, die mit 
kleinen Konzentrationen von Mineralsiuren (etwa 1°.) in kurzer Zeit 
(3 bis 6 Stunden) und bei hoher Temperatur (150 bis 180°) im Auto- 
klaven erreicht wird. Bei derartiger katalytischer Spaltung entstehen 
hauptsichlich cyclische Verbindungen, welche noch unvollkommen 
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untersucht sind und auBer zahlreichen Cyclopeptiden noch andere 
kompliziertere ringférmige Verbindungen enthalten. 


Diese Methode der katalytischen Spaltung hat den Vorzug, dab 
man verhaltnismaBig leicht die Konzentration der Saure, die Zeit der 
Erwarmung und die Temperatur dosieren kann. AuBerdem ist die 
Aufarbeitung der Spaltprodukte durch Extraktion verhaltnismaBig 
einfach. Die saure wasserige Lésung des Hydrolysats wird mit ver- 
schiedenen Lésungsmitteln, wie z. B. Ather, Essigester, Chloroform, 
Amylalkohol (auch Butyl- bzw. Propylalkohol), vollstandig extrahiert. 


In die Ausziige gehen hauptsachlich cyclische Verbindungen iiber, 
welche durch wiederholtes Umkristallisieren aus Athylalkohol und Eis- 
essig gereinigt werden. 


Nach diesem Verfahren sind bis jetzt nur Gansefedeyn und Rob- 
haar untersucht worden, indem in beiden Fillen 1°, ige Salzsiure 
zur katalytischen Spaltung angewendet wurde; Blutalbumin wurde mit 
1- bis 2°,iger Phosphorsdure gespalten und lieferte eine gréBere Aus- 
beute an cyclischen Stoffen; diese wurden jedoch noch nicht naher 
untersucht. Kollagen und Casein geben auch cyclische Produkte bei 
der katalytischen Spaltung mit Salzsiure; die Ausbeuten daran bei 
den einzelnen Extraktionen hangen von der Dauer der Hydrolyse ab!. 





Ausbeuten in °/ 9, Kollagen Casein 
Extraktionsmittel ie er aa 7 " 
6 Std 1 Std. 3 Std. 10 Std 
ee ee ee 8,50 7,00 13,20 6,80 
Essigester . > eal 13,14 10,40 9,20 7,20 
Chloroform ..... 8,76 2.50 1,40 1,30 
Amylalkohol. . . . 10,37 _- _ 
Summe: 40,77 19,90 23.80 15,30 


Wie aus obenstehender Tabelle ersichtlich ist, kommt man _ bei 
Casein zu den gréBten Ausbeuten an Atherléslichem nach dreistiindigem 
Erhitzen im Autoklaven; bei noch langerem Erhitzen werden die Aus- 
beuten geringer, d.h. ein Teil der gebildeten Stoffe wird nachtriglich 
zersetzt; in den anderen Fraktionen werden die gréBten Ausbeuten 
nach einstiindiger Hydrolyse beobachtet. 


Unterwirft man katalytisch gespaltenes und voéllig mit den oben- 
erwaihnten Lésungsmitteln extrahiertes Kollagen einer erneuten sechs- 
stiindigen Spaltung im Autoklaven und weiteren Extraktionen, so 
erhilt man nur sehr geringe Ausbeuten; naimlich 0,53°,, im Ather-, 
0,18”, im Essigester- und 0,03 °,, im Chloroformextrakt. Diese Tatsachen 


' W.S. Ssadikow, diese Zeitschr. 148, 504, 1923; 150, 365, 1924. 
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sprechen dafiir, daB die in die Extrakte tibergehenden Stoffe, die zu 
den Cyclodipeptiden und Cyclopolypeptiden gehéren, bei langerer 
Druckerhitzung eher zerstért als neu gebildet werden und also als 
primare Produkte der Eiweibspaltung betrachtet werden miissen. 
Derartige Substanzen kénnen auch unter den Produkten der fermen- 
tativen Spaltung angetroffen werden, nimlich nach Behandlung von 
Casein und Gelatine mit Pepsin, Trypsin und Erepsin. Fermentativ 
gespaltene Priparate (Fabrik Kalle) liefern Extrakte von Substanzen 
mit negativer Ninhydrinreaktion, die erst nach Spaltung mit Saure 
die Ninhydrinreaktion geben. Hydrolysiert man fermentativ ge- 
spaltene Gelatine im Autoklaven, so erhilt man noch weitere Mengen 
an Extraktsubstanzen!. 





| Fermentative 

Spaltung, 
Ausbeuten in °/o, Fermentative erschépfende 
Extraktionsmittel Spaltung I Extraktion, 
katalytische 

Spaltung II 


Summe I u. I 


Ather . 0,2 3.4 3.6 
Kssigester . 7,2 7,9 15,1 
Chloroform ! 0,3 0 03 
Summe . 7,7 11,3 19,0 


Die Methode der katalytischen Spaltung verdient einen gewissen 
Vorzug vor der Methode von #. Fischer, da man mit ihrer Hilfe zahl- 
reiche cyclische Produkte erhalt, die verhiltnismaBig leicht zu 
isolieren sind. 


Experimenteller Teil. 


Zur katalytischen Spaltung wurde vom Milchinstitut zu Wologda 
geliefertes Casein verwendet. Die mit Benzin entfettete Substanz 
wurde in Portionen von 200 g mit 800 ccm 2°, iger wiasseriger 
Schwefelsiure im Porzellanbecher 12 Stunden bei 180° im Autoklaven 
auf dem elektrischen Ofen hydrolysiert. Wir gaben Schwefelsiure aus 
dem Grunde den Vorzug, weil sie nach erfolgter Hydrolyse leicht 
ganz zu entfernen ist und bei der Untersuchung der Spaltprodukte 
nach der erschépfenden Extraktion des Hydrolysats mit Ather und 
anderen Lésungsmitteln nicht hindert. 

Die Erhéhung der Konzentration an Schwefelsdiure auf 2°., war 
unbedingt nétig, denn Casein léste sich bei Verwendung von 1° iger 
Schwefelsiure auch nach laingerem Erhitzen im Autoklaven nicht. 
Auch bei Verwendung von 2°. iger Schwefelsiure konnte die voll- 
standige Lésung des Caseins erst nach 12 Stunden erreicht werden. 


1 W.S.Ssadikow und N. D. Zelinsky, diese Zeitschr. 137, 401, 1923. 
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Zweifellos werden bei langer Dauer des Erhitzens alle weniger 
resistenten cyclischen Verbindungen, wie z. B. Dioxypiperazine bzw. 
Cyclodipeptide und Peptide zerstért und die Ausbeuten z. B. an 
Atherléslichem miissen sich sehr verringern. Sollten sich aber unter 
den Spaltprodukten solche finden, die gegeniiber dauerndem Erhitzen 
widerstandsfahig sind, so bestand die Hoffnung, diese schwer spalt- 
baren Substanzen in reinem Zustande isolieren zu kénnen. 


In der Tat betrug bei solcher Arbeitsweise die Ausbeute an Ather- 
léslichem nur etwa 2°, des angewandten Caseins, anstatt 13,2°., bei 
Verwendung von 1° iger Salzsiure und sechsstiindiger Hydrolyse. 
Aber man erhalt dabei anstatt eines komplizierten Gemisches von 
verschiedenen cyclischen Substanzen, die nur mit gr6éBter Miihe von- 
einander getrennt und gereinigt werden kénnen (wie das z. B. auch 
bei der Hydrolyse von Ginsefedern und RoBhaar der Fall war), nur 
eine einzige Verbindung, welche leicht in reinem Zustande zu er- 
halten ist. 

Extrahiert man das filtrierte Hydrolysat 48 Stunden lang im 
Hagemannschen Apparat mit Ather, so bekommt man Extrakte, aus 
denen sich eine weiBe kristallinische Substanz in einer Menge von etwa 
4g abscheidet. Die Kristalle wurden abgetrennt und mit kaltem Ather 
gewaschen. Nach mehrfachem Umbkristallisieren aus Athylalkohol 
wurde die Substanz in nadelf6rmigen Kristallen erhalten, die einen 
konstanten Schmelzpunkt von 262 bis 264° (unkorrigiert, unter Zer- 
setzung) zeigten. 


Die Substanz ist in Wasser, Benzol und Chloroform unléslich, 
wenig léslich in Ather, leicht léslich in Methyl- und Athylalkohol und 
Kisessig. Sie gibt keine Ninhydrinreaktion. Nach Spaltung mit 20° iger 
Salzsiure erhilt man Produkte, die eine positive Ninhydrinreaktion 
geben, was auf Bildung von Aminosduren hinweist. Die Farbreaktionen 
auf Peptidanhydride mit Pikrinsiure, m-Dinitrobenzoesiure und 
m-Dinitrostilben sind simtlich positiv. 


Wir haben es also hier mit irgendeinem Cyclopeptid zu tun. 


Zur Entscheidung der Frage, was fiir Aminosiuren am Aufbau des 
Cyclopeptids teilnehmen, wurde dasselbe mit 20° iger Schwefelsiure 
8 Stunden lang gekocht. Nach der Entfernung der Schwefelsiure mit 
Baryt wurde das erhaltene Hydrolysat mit Kupfercarbonat behandelt ; 
dabei bilden sich zwei verschiedene Kupfersalze von Aminosauren, 
ein hellblaues, in Wasser sehr wenig lésliches und ein tiefblaues, das 
in Wasser und in Methyl- und Athylalkohol leicht léslich ist. 


Die Analyse der beiden Kupfersalze mit Hilfe der Elektrolyse 
und nach Kjeldahl ergab folgendes: 
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Erstes Salz: 


0.2736 g Substanz; Cu 


0,2155 ¢ na Cu 
0,1026 g Pe Cu 
0,1004 g ‘s Cu 
0,0903 g io n/10 
0,1205 g % n/10 


Zweites Salz: 


0,1114g¢ Substanz; Cu 


W.S. Ssadikow u. 


E. A. 


0,0536 g oder 19,63°, 


0,0423 2 ., 19,63, 
0.0201 ¢ 19,59% 
0,.0197¢ , 19,53% 
H,SO,: 5,5 cem 8.5 
H,SO,: 7,4 ;, 8,5 


0,0242 g oder 21,72°, 


o% N | 


Poschiltzowa: 


| Durchschnitt : 
| 19,61°, Cu 


2°, N) Durchschnitt: 
8,55% N 


| Durchschnitt : 





0,1138 ¢ om Cu 0,0247.¢ ,, 21,70% 
0,1135 g 2 Cu = 06,0247 ¢ ,, 3231,756% | 21,70% Cu 
0,1415 ¢ ma Cu 0,0307 g 21,69% 
0,1003 ¢ a n/10 H,SO,: 6,8 ccm oder 9,49°%, : 
4 : Durchschnitt: 
0,1007 g afi £202 68... « 945°, | ng 


{| 946% N 


0,1070 g ss n/10 H,SO,: 7,2 ,, » 9,42% 


Zusammenstellung der Analysen. 





Kupfergehalt “a 
"lo 0 0 
Erstes Salz 19,61 8,56 
Zweites , 21,70 9,46 
Leucinkupfer ; 19,64 8,64 
Prolinkupfer. ... . 21,64 9,64 


Auf Grund der oben angefiihrten Analysen der Kupfersalze kann 
Bildung von Leucin und Prolin bei der Spaltung des Cyclo- 
Um die Mengenverhaltnisse zwischen 


die 
peptids als bewiesen gelten. 
Leucin und Prolin im Cyclopeptidmolekiil aufzuklaren, wurde das 
Gewicht des léslichen und des unléslichen Kupfersalzes aus einer ab- 
zewogenen Menge des Cyclopeptids bestimmt. 

Versuch 1. Andewandt 1,600 g des Cyclopeptids. Nach Hydrolyse mit 
20°, iger Schwefelsiure, Entfernen derselben mit Baryt und nach Ver- 
wandlung der Aminosaéuren in ihre Kupfersalze wurde gefunden: 


. 00,4100 ¢ 
15104¢ 


in Alkohol unlésliches Kupfersalz (Leucin) . 
in Alkohol lésliches Kupfersalz (Prolin) 
Gefunden: 
. 0.1991 ¢ 
. 0.7556 g 


Versuch 2. Angewandt 0,8000 g des Cyclopeptids. 
in Alkohol unlésliches Kupfersalz (Leucin). . . . . 


in Alkohol lésliches Kupfersalz (Prolin) ...... . 
Berechnet man aus den angewandten Mengen des Cyclopeptids die 


zu erwartende Menge Prolinkupfersalz unter der Annahme, daB auf ein 
Molekiil Leucin zwei Molekiile Prolin kommen, so ergibt sich folgendes: 





Berechnet Gefunden 

£ £ 
Versuch 1. . 1,5189 1,5104 
is ag ae 0,7592 0.7556 
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Aus diesen Zahlen darf man schlieBen, daB im Cyclopeptidmolekiil 
auf zwei Prolinmolekiile ein Leucinmolekiil kommt. Wir haben es also 
mit einem Cyclotripeptid zu tun. 


Diese Annahme wird auch durch den Schmelzpunkt unseres Cyclo- 
peptids bekraftigt. 


Cycloprolyl-prolyl-leucin schmilzt bei 262 bis 264° 
1-Leucyl-l-prolylanhydrid schmilzt bei 160°* 


Elementaranalyse und Molekulargewichtsbestimmung ergaben folgendes : 


. 0,1014g; CO, = 0,2320g; H,O = 0,0753g; C = 62,38°, ; H = 8,30°, 

. 0,14462; CO, = 0,3285g; H,O = 0,1056g; C = 62,53% ; H = 8,24% |: 
0,1422g; CO, = 0,3257g; H,O = 0,1052g; C = 62,45°% ; H = 8,25% 
. 0,1006g; CO, = 0,2304g; H,O = 0,0742g; C = 62,46% ; H = 8,2! 

. 0,1008g; CO, = 0,2278g; H,O = 0,0743g; C = 62,49% ; H = 8,25% 
3. 0,1105g; CO, = 0,2594¢; H,O = 0,0823g; C = 62,38% ; H = 8,30% 
7.0,1219 g; n/l0 H,SO, 11,8cem; N 13,55, 
8. 0,1180 g; n/l0 H,SO, 11,4 ,, N 13,59% 
9. 0,1238 g; n/10 H,SO, 12,05 ,, WN 13,62% 
10. 0,1291 g; n/10 H,SO, 12,55 ,, N 13,61°,, 
11. 0,1190 g; n/lO H,SO, 11,55 N 13,59% 


om Oo hD 





— 
= 


| Durchschnitt : 
| N 13,59% 


or or 


Molekulargewichtsbestimmung im Riiberschen Apparat in absolutem 
Alkohol ergab folgende Werte: 


310.5; 311,0; 310,2. 


Auf Grund dieser Ergebnisse berechnet sich die Formel des Cyclo- 
tripeptids zu C,,H,;N, Og. 





. Berechnet fiir 
Gefunden Cy¢ Hos Ng Og 


0 0 
0 0 


Pe oe ae ae ae 62,42 62,54 
as eae a. ee 8,28 8,14 
Ber ries eS 13,59 13,68 
Molekulargewicht. . . 310,6 397 


Das durch Spaltung von Cycloprolyl-prolyl-leucin und durch 
Trennung der Kupfersalze gewonnene Leucin und Prolin wurde noch 
durch folgende Derivate charakterisiert : 


188 bis 191° 
105 ,, 107° 


as. iP 
153 ,, 155° 


Leucin; Uraminoverbindung . 
Benzoylverbindung 
Prolin; Hydantoin . 
Pikrat . 


7 ie? MC? Be?) 


* KE. Fischer und G. Reif, Ann. d. Chem. 363, 118, 1908: Biochem. 
Handlexikon 4, 329, 1911. 
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Mischproben mit entsprechenden Derivaten des reinen Leucins und 
Prolins zeigten keine Schmelzpunktsdepression. 


Die Struktur des Cycloprolyl-prolyl-leucins kann auf folgende Weise 
veranschaulicht werden: 


sa Fa ll Hs 
Hc. \cH—co*NH—CH—CH,—CH 
: | | 
N au. £0 CH, 
ra " 
gs al mx 


N 
CO HC/ CH, 
H, C_—cH, 


Die Verbindung besteht aus einem neungliedrigen zentralen Cyclin- 
ring und aus zwei angefiigten Prolinringen. Von den drei vorhandenen 
Peptidbindungen ist nur Bindung II zu normaler Enolisation fahig; gleich- 
falls nur an der Stelle II kann das Cyclotripeptid-molekiil mit anderen 
Ringen oder Seitenketten verkniipft werden. Da aber das Cyclotripeptid 
sehr widerstandsfahig ist, seine Peptidbindungen I, II und III im Laufe 
von zwolfstiindigem Erhitzen auf 180° nicht gespalten werden, so mu 
man annehmen, daB8 simtliche Peptidbindungen auf irgendeine Weise 
geschiitzt oder verfestigt sind. Man kann sich eine Vorstellung iiber die 
Struktur des Cyclotripeptids machen, wenn man annimmt, da die Bin- 
dung II am C oder N durch irgendeinen schwer abspaltbaren Komplex 
besetzt ist, wihrend die Bindungen I und III tautomerisiert sind, wodurch 
eine auBerordentliche Festigung des Cyclinringes erreicht wird. 


Man kann sich die Struktur des Cyclotripeptids folgendermaBen 
vorstellen : 


H, C——CH, . CH, 
H,C. 'CH-C©(OH)=N—C—CH,—CH 
N IL CH, 


I N—C(OH) 
C(OMC/ NCH, 


H,C_— CH, 


Bei partieller Hydrolyse des Cyclotripeptids (durch schwache Alkalien 
oder Fermente) kénnen drei isomere Tripeptide entstehen, je nach dem Ort 
der gesprengten Bindung, némlich: 

1. Prolyl-leucyl-prolin (1), 
2. Leucyl-prolyl-prolin (II), 
3. Prolyl-prolyl-leucin (ITI). 


Sollten die Bindungen I und III tautomerisiert sein, so wiirde sich 
am leichtesten Leucyl-prolyl-prolin bilden. Es ist aber nicht ausgeschlossen, 
daB die Peptidbindung II ebenfalls tautomerisiert ist. 
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E. Abderhalden' vermutet, daB bei der Umwandlung eines 2, 5-Dioxo- 
piperazins in seine Enolform, die durch Einwirkung von Anilin bewirkt 
werden kann, die Wasserstoffatome von den CH,-Gruppen und nicht von 


den NH-Gruppen zum Sauerstoff wandern. Man kann sich also drei 
tautomere Formen im Peptinring vorstellen. 
H,C—-CO—NH H,C—C(OH)=N HC=—C(OH)—NH 
| | | | | | 
HN—CO—CH, N=C(OH)—CH, HN—C(OH)=CH 
A B C 


Da die tautomere Form C keine wirkliche Peptidbindung enthalt, so 
sollte sie gegen die Einwirkung hydrolytischer Reagenzien widerstands- 
fahig sein, wie es auch bei dem von uns isolierten Cyclotripeptid der Fall 
ist. Durch solche Allopeptidbindung sind vielleicht die vielgliedrigen 
Cyclinringe gefestigt, wodurch ihre Isolierung méglich erscheint. 


Die verhaltnismaBig leichte Zuginglichkeit des Cyclotripeptids 
aus Casein erméglicht die niahere Untersuchung der Eigenschaften der 
Cyclinringe durch Untersuchung ihres Verhaltens gegeniiber Fermenten 
und Darstellung von verschiedenen Derivaten. 


Die Isolierung von gr6éBeren Cyclopolypeptidkomplexen aus Eiweib- 
stoffen, deren Mengenverhaltnisse man annihernd schitzen kann, 
gibt uns die Méglichkeit, das Molekulargewicht der Proteine zu _be- 
stimmen. Die physikalischen Methoden zur Molekulargewichts- 
bestimmung liefern entweder zu hohe oder zu niedrige Werte. So 
wurde z. B. die GréBe der EiweiBmicelle aus réntgenoskopischen bzw. 
geometrischen Messungen zwischen 600 und 800 gefunden ; die osmotische 
Methode ergab einen Wert von ungefahr 192000 (Cohn, Hendry, Prentiss) 
und die Ultrazentrifugenmethode von 212000 (Svedberg, Stamm). Aus 
dem Arginingehalt berechnete Vaubel die MolekulargréBe des Caseins 
zu 6500, und aus dem Lysingehalt zu 8000. Aus dem Schwefelgehalt 
berechnete Osborne das Molekulargewicht zu 16000. Nehmen wir nun 
die Ausbeute des Cycloprolyl-prolyl-leucins zu 1,895 g aus 100 g Casein 
an, so berechnet sich das Molekulargewicht zu 16360, was mit der 
Osborneschen Zahl gut tibereinstimmt. 


Die Methode der katalytischen Spaltung von Eiweibstoffen in 
einer neuen hier durchgefiihrten Modifikation (welche darin besteht, 
da8B man anstatt Salzséure Schwefelsiure, und zwar in gréBerer Kon- 
zentration und bei langerer Erhitzungsdauer anwendet) erwies sich 
als sehr geeignet fiir die Isolierung der resistenten Cyclopolypeptide 
in reinem Zustande, weil die meisten Peptine dabei zerstért werden. 


Nachdem mehrere Cyclopolypeptide aus Proteinen isoliert wurden, 
scheint es gegenwiartig kaum zweifelhaft, daB die Polypeptide sekundir 


1 Chem. Centralbl. 1926, I, 949, 2696; II, 224, 1286. 
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entstanden sind und daB die Cycline als eigentliche primare, native 
_Baueinheiten“ des Proteinmolekiils betrachtet werden miissen. Auf 
Grund der neuesten Beobachtungen auf dem Gebiete der EiweiBchemie 
gewinnt die Anschauung von der cyclischen Natur der Proteine die 
Oberhand: man darf wohl die Existenz von Ketten annehmen, 
welche aber nicht aliphatischer, polypeptidischer Art sind, sondern 
aus mehreren Ringen aufgebaut sind: 1. durch Verkettung von 
einzelnen Cyclodipeptiden durch Vermittlung ihrer Enolhydroxyle 
unter Bildung von Di-, Tri- und Polypeptinen; 2. durch Verkettung 
von Cyclopolypeptiden untereinander unter Bildung von Di-, Tri- 
und Polycyclinen. 
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Permeabilititsstudien. I. 


Von 
Walter Spranger. 


(Aus der Universitats-Kinderklinik Greifswald.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1930.) 


In dieser Zeitschrift 218, 341, 1930 wurde unter dem oben 
stehenden Titel berichtet, daB die Wasserresistenz roter Blutkérperchen 
von Schaf und Menschen ceteris paribus weitgehend durch hydrophile 
und hydrophobe Kolloide beeinfluBt wird. 


In Kochsalzlésung setzten die hydrophilen Kolloide EiweiB, 
Lecithin und einwertige Seifen die Wasserresistenz herab, die hydro- 
phoben Kolloide Neutralfett, Cholesterin und Cholesterinester hinauf. 
Die Wirkung der hydrophilen Kolloide kann durch jedes einzelne der 
hydrophoben beeintrachtigt oder aufgehoben werden und umgekehrt. 
Jedes der untersuchten hydrophilen und hydrophoben Kolloide 
dem Blutserum zugesetzt, beeinfluBt die Wasserresistenz der roten 
Blutkérperchen im gleichen Sinne wie in der Kochsalzlésung, wenn 
auch der Reaktionsausschlag wegen der Anwesenheit von Antagonisten 
nicht so groB ist, wie bei der alleinigen Anwesenheit eines Kolloids. 
Wird ein dem Blutserum in der Mengenverteilung der hydrophilen 
und hydrophoben Kolloide gleichendes Gemisch an die  roten 
Blutkérperchen herangebracht, so bleibt die normale Wasserresistenz 
erhalten. 


Die Wirkung der hydrophilen und _ hydrophoben  Kolloide 
ist eine zellulare. Die Wasserpermeabilitét, nicht die Resistenz 
der Zellgrenzschicht gegen hydrostatischen Druck wird geandert. 
Diese Anderung der Wasserpermeabilitat, je nachdem ceteris 
paribus hydrophile oder hydrophobe Kolloide in der Reaktion an- 


wesend sind, ist eine betrichtliche, wie aus der folgenden Tabelle 
hervorgeht. 
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Haimolyse bei Prozent NaCl. 





NaCl °%9: 0,48 0,50 0,52 0,54 10,56 0,58 0,60 0,62 0,64 0,68 0,70 0,72 0,74 0,76 
Kontrolle. . 2... ++ ++ ++.4+ +4+/5++4+ +1 @10\0/;¢6106;@ 
Lecithin, 0,25% . + t+ +$¢ $+ t+ 4+ $4 44+ 44+ + + + CO 6 
Cholesterin, 0,036 % +'@'0\',;0@10;1'0);010;'010\010) 80 


Es war nun weiterhin zu untersuchen, ob die hydrophilen und 
hydrophoben Kolloide neben der Anderung der Wasserpermeabilitat 
auch die Saure- und Basenpermeabilitat des roten Blutkérperchens 
beeinflussen. Die Versuchsanordnung in bezug auf die Behandlung der 
roten Blutkérperchen mit hydrophilen und hydrophoben Kolloiden ist 
die gleiche wie (l.c.) beschrieben. Mehrfach gewaschene rote Blut- 
kérperchen wurden in isotonischen Traubenzucker- oder Rohrzucker- 
lésungen aufgeschwemmt und Kolloide zugesetzt. Nach einer Be- 
handlungszeit von |. bis 3 Stunden wurden die roten Blutkérperchen 
scharf abzentrifugiert und nun in verschiedene isotonische Neutral- 
salzlésungen eingetragen. 


Wahrend bei dem Studium der Wasserpermeabilitat ein Ein- 
griff von Ionen in die Wirkung der hydrophilen und hydrophoben 
Kolloide bei der verwandten Versuchsanordnung nicht nachzu- 
weisen war, lieB sich eine Interferenz von Ionen- und Kolloid- 
wirkung beim Studium der Sauren- und Basenpermeabilitat zweifels- 
frei feststellen. 


Die roten Blutkérperchen wurden in einer isotonischen Lésung eines 
Nichtleiters deswegen vorbehandelt, um Fiallungserscheinungen in den 
feindispersen Kolloidlésungen méglichst hintenan zu halten. Die Wirkungs- 
stirke der untersuchten Kolloide hangt weitgehend von ihrem Dispersitats- 
grad ab. Die mit den verschiedenen Kolloiden in isotonischer Zucker- 
lésung vorbehandelten roten Blutkérperchen wurden nun in den weiter 
unten angegebenen isotonischen WNeutralsalzlésungen aufgeschwemmt 
(0,1 cem des scharf zentrifugierten Blutkérperchenbreies). Diesen Neutral- 
salzlésungen wurden dann wechselnde Betrage der jeweils gleichen Neutral- 
salzlésungen zugesetzt, die aber Saiure oder Basen enthielten. Um Stérungen 
der Isotonie méglichst zu vermeiden, wurden geringe Séure- oder Basen- 
mengen in groBe Mengen der betreffenden Neutralsalzlésungen eingetragen. 
Es wurde durch Auffiillen mit der gleichen saéure- oder basenfreien Neutral- 
salzlésung dafiir gesorgt, daB endgiiltig die verschiedenen Sauren- oder 
Basenzusitze in den gleichen Fliissigkeitsmengen anwesend waren. Die 
verwandten Cholesterin- und Lecithinkonzentrationen betragen 0,02 und 
0,20°,. Die Kontrollen erfuhren stets die gleiche Behandlung: Vorbehand- 
lung in isotonischer Zuckerlésung ohne Kolloidansatz, Ubertragung gleicher 
Mengen des scharf zentrifugierten Blutkérperchenbreies in die entsprechende 
isotonische Neutralsalzlésung und Auffiillung mit der gleichen saure- oder 
basenfreien Neutralsalzlésung bis zum gleichen Fliissigkeitsvolumen wie 
die entsprechenden Versuchsroten. 
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Die Hamolyse in den Kontrollen wurde mit + bezeichnet, die 
Hamolyse im Versuch mit e, (+) und (e) bezeichnet schwache, aber 
sichere Himolyse. Bei der Himolyse in Calciumchloridlésungen tritt 
innerhalb der hamolytischen Zone eine Hemmung der Hamolyse auf. 
Wo + oder e fehlen, bedeutet dies das Ausbleiben -hamolytischer 
Erscheinungen. 


Ergebnis. In jeder der untersuchten isotonischen Neutralsalz- 
lésungen ist nach Cholesterinvorbehandlung die Resistenz gegeniiber 
Phosphorsaure, verglichen mit den in den gleichen Neutralsalzlésungen 
aufgeschwemmten, aber nicht mit Cholesterin vorbehandelten Kon- 
trollen, erhéht. Der Grad der Saureresistenz durch Cholesterin- 
vorbehandlung gegeniiber den jeweiligen Kontrollen ist in den ver- 
schiedenen Neutralsalzlésungen auBerordentlich verschieden. Relativ, 
d.h. gegeniiber den Kontrollen, und absolut, d.h. im Vergleich aller 
untersuchten Neutralsalzlésungen, ist die Saureresistenz in Calcium- 
chlorid- und Calciumjodidlésung am héchsten. Die relative Steigerung 
gegeniiber den jeweiligen Kontrollen in der gleichen Neutralsalzlésung 
ergibt folgende GréBenreihe: 

CaCl, > CaJ, > Mg(NO,), = LiCl, NaCl, KBr, KNO,. 


Als ausschlaggebend fiir diese GréBenreihe muB eine Kombination 
von Kationen- und Cholesterinwirkung angesehen werden, wenn 
auch, wie das Beispiel CaCl, und CaJ, zeigt, das Anion nicht ohne 
EinfluB ist. 

Parallelversuche mit HCl und H,SO, ergaben im Prinzip das 
gleiche Bild. 

Der Gedanke lag nahe, zu untersuchen, ob die gleiche Resistenz- 
steigerung auch gegeniiber organischen, lipoidléslichen Sauren zustande 
kommt. Untersucht wurden Valerian- und Butterséure, mit denen ein 
voéllig tibereinstimmendes Bild gewonnen wurde. 


Ergebnis. Cholesterin setzt sowohl gegen anorganische als gegen 
organische, lipoidlésliche Séuren die Resistenz des roten Blutkérperchens 
hinauf. Ebenso wie bei den anorganischen Sauren ist die Resistenz- 
steigerung durch Cholesterin in verschiedenen Neutralsalzlésungen 
verschieden hoch und parallel den Ergebnissen mit anorganischen in 
CaCl,-Lésung am héchsten. Entgegen den Beobachtungen mit an- 
organischen Sauren riickt das zweiwertige Magnesium deutlicher an 
die Wirkung mit zweiwertigem Calcium hinan, wahrend die Reihenfolge 
der einwertigen Kationen in der GréBenreihe sich etwas andert. 

Es war nun zu untersuchen, ob ein Antagonismus zwischen ein- 
wertigen und zweiwertigen Kationen sichtbar wurde, wenn mit Chole- 
sterin vorbehandelte rote Blutkérperchen in Gemischen von solchen 











. * (@) 
: | | ‘oun + Foe 
f } | { \ } } t +t | (+) 1 (+) 8) 
@ + & e 
t } n n r \ \ ao + f%) 
1 T 1 4 t t t { (+) | (+) ere 
‘ * * . (@) 
i | ‘1049 + *8ON) BW 
t t j f f (+) | (+) "(80 N)3W 
a * * x e (@) (@) ‘Tod 
: | ! | . | 3 O40 + 48M 
: { f t (+) qq M 
S e @ e e (@) (@) (e) ‘99D +1 
3 | oyp OBN 
+ } } } } 
= t | | | t t t+ | (+) | (4+) ID 8N 
F e e e e e ° ° (@) (@) ‘T!40 + IOVI 
S t t t t " | “ 
Z } | t f t t (+) ION 
rau ° ° a ° e e e e@ (e) | (@) ‘140 + ®ONM 
+ t t | 4 { { +i +] 4 t  (+)| (+) ‘ONN 
81 Li oT ae | | oa | el Vl Ol 60 80 Lo 90 “oO ro £0 ZO Vo 7 


aN ZiVsnz 





(03:1) oinvsuBle]e A OO 









ie 
rT 
tt 
f 
or 
L- 
or 
n 
l- 
l- 
T- 
, 
or 
l- 
g 
2g 
n 
n 
e 
is 
L- 
le 
I 
I 
y 
I~ 
I 
I 
i 
I 
i 
1 





ee re 





320 W. Spranger: 


Neutralsalzlésungen der Saurewirkung ausgesetzt wurden. Als Kontrolle 
muBten dann mit Cholesterin vorbehandelte rote Blutkérperchen 
dienen, die in Neutralsalzlésungen mit einwertigen oder zweiwertigen 
Kationen der gleichen Saurewirkung ausgesetzt waren. 


n/10 H,PO, (1: 20). 





Zusatz Neutral- 


salz + Siiure 0,2.0,3 0,4 0,5'0,6 0,7 0,8 0,9 1,0) 1,1)1,2 1,314 1,5/1,6 1,7 18 19 


NaCl +Chol. . . eeeceoeveveeeeeeeeeee 
CaCl, + Chol. . . ee 
[NaCl + CaCl, 

3:1] + Chol. . (e)(e\(e)@e @ @ @ @ (eo) @ e@ 
[NaCl+ CaCl, 

1:1]+Chol. . (e)@e eee (@) @ 
[NaCl+ CaCl, 

1:3]+Chol. . ee 


Ergebnis. Ein Kationenantagonismus zwischen Na* und Ca** 
kommt deutlich zum Ausdruck. Die mit Calcium + Cholesterin er- 
reichte hohe Saureresistenz wird durch Natrium + Cholesterin deutlich 
gesenkt. 

Offen bleibt zunichst die Frage, ob dieser Antagonismus am Chole- 
sterin selbst angreift oder ob der Angriffsort der antagonistischen 
Krafte das EiweiB oder andere Lipoide der Zellgrenzschicht sind. 
Fiir die erstere Annahme lassen sich Anhaltspunkte in den Befunden 
von Linder und Picton! und Blace? finden, aus denen hervorgeht, daB sich 
einwertige und zweiwertige Kationen in ihrer Fallungskraft fiir hydro- 
phobe Kolloide gegenseitig hemmen. SchlieBlich war fiir die Frage der 
Saureresistenz noch zu untersuchen, ob durch Cholesterin die Resistenz 
roter Blutkérperchen der Kohlenséure gegeniiber geaindert wird, die 
insofern eine Sonderstellung einnimmt, als sie von allen Sauren am 
schnellsten in lebende Zellen eindringt und ihr Eindringen ebenso 
schnell riickgangig gemacht werden kann. 

Fir diese Untersuchungen wurden isotonische Natrium- und 
Calciumchloridlésungen bei 0° mit Kohlensaiure gesaittigt und nun 
steigende Betrige kohlensiuregesattigter Natrium- und Calciumlésungen 
den Kontrollen und vorbehandelten Roten zugefiigt. 

Wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht, sind mit Cholesterin 
vorbehandelte rote Blutkérperchen, gleichgiiltig ob in Natrium- oder 
Calciumchloridlésungen, unter den genannten Bedingungen mit 
Kohlensaure nicht hamolysierbar, wihrend die Kontrollen eine frih- 
zeitige und starke Hamolyse zeigen. 


1 Journ. Chem. Soc. 67, 1895. 
2 Amer. Journ. of Science 16, 1903. 
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H,CO, (bei 0° mit H,CO, gesittigte NaCl- und CaCl,-Lésungen). 





Zusatz bei 0° H.CO, 


gesiattigter Salzlosung 0,2 0,4 0,6 ad 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 20 
NaCl ‘a's 4.28% i + | + . 7 T 

NaCl +. Chol. 

Cal ly eo 2 e 4 ss 4 tT 2s a 


CaCly + Chol. . 


Die gleichen Ergebnisse wie mit Cholesterinvorbehandlung konnten 
auch durch Cholesterinestervorbehandlung erzielt werden. 

Es war nun weiterhin zu untersuchen, ob parallel den Erfahrungen 
iiber die Wirkung der hydrophilen und hydrophoben Kolloide auf die 
Wasserpermeabilitat, entsprechend einer Resistenzsteigerung gegen 
Saure durch Cholesterin und Cholesterinester, eine Resistenzverminde- 
rung durch hydrophile Kolloide Sauren gegeniiber zustande kommt. 


n/10 H,PO, (1: 40). 





Saure 01 0,2 03 | 04 | 05 | 06 | 0,7 | 08 | 09 | 10) 1,1 | 1,2 
Licl (+) + fot 
LiCl] + Lecithin (eo) @ e© @ @ 
NaCl ide rs 
NaCl + Lecithin (eo) (®) e@© «© e @ 
CaCl t 
CaCl, + Lecithin (eo) (e)§ © e© e @ 
Mg(N Oz) + + 
Mg( NO3)9 + Lecith. eeeeeee 
Kk Br 
Kk Br + Lecithin (eo) e@ e@© e@© @ @ 
KN Os, (+) 
K NO, + Lecithin ‘ie e@© e© ee e@© e@ @ 


Ergebnis. In jeder der untersuchten Neutralsalzlésungen wird 
durch Lecithinvorbehandlung der roten Blutkérperchen die Saure- 
resistenz gegeniiber den jeweiligen Kontrollen gesenkt. Parallel der 
verschiedenen Resistenzsteigerung gegen Saéure durch Cholesterin in 
verschiedenen Neutralsalzlésungen ist die Resistenzverminderung durch 
Lecithin in verschiedenen Neutralsalzlésungen verschieden gro8. Wahrend 
bei Cholesterin eine Kombination mit Kationenwirkungen klar ersichtlich 
wurde, liegen die Verhaltnisse beim Lecithin weniger klar. Die Wertig- 
keit der Kationen kann fiir den Lecithineffekt keine Rolle spielen, wie 
das Beispiel von NaCl und CaCl, zeigt. Die héchste Lecithinwirkung, 
verglichen mit den jeweiligen Kontrollen, wird mit Kaliumsalzen 
erzielt. Absolut betrachtet, ist der Lecithineffekt in den verschiedenen 
Neutralsalzlésungen wenig verschieden. 








322 W. Spranger: 


Das Lecithin setzt die Resistenz roter Blutkérperchen auch gegen 
organische lipoidlésliche Sauren (Buttersiure, Valeriansiure) herab. 
Die Resistenzerniedrigung, verglichen mit den jeweiligen Kontrollen, 
erreicht aber nicht so hohe Grade wie bei den anorganischen Saéuren 
(Phosphorséure, Salzséure, Schwefelsaure). Ein deutlicher Unterschied, 
wie er z. B. bei anorganischen Sauren (Phosphorsaure) zwischen LiCl 
und KNO, besteht, war bei den Versuchen mit organischen Sauren 
nicht zu beobachten. 

Parallel den Beobachtungen iiber die loneninterferenz mit der 
Cholesterinwirkung und dem lIonenantagonismus auf die Cholesterin- 
wirkung laBt sich auch ein lonenantagonismus fiir die Lecithinwirkung 
nachweisen. In Gemischen von LiCl und KNO, wird der mit Kalium 
besonders hohe Lecithineffekt gesenkt, der besonders niedrige des Li 
erhoht. 

Es war nun wiederum parallel den Studien tiber die Wasser- 
permeabilitat zu untersuchen, ob sich die Wirkung hydrophiler Kolloide 
durch hydrophobe beeinflussen oder aufheben 1aBt und umgekehrt. 


n/10 H,PO, (2: 30). 








Zusatz Neutralsalz + Saiure 01 02 :'03 04 O85 0.6 0.7 | 0.8 | 0.9 | 1,0 
A ae eae (+) + + + 4+ + + 

= [att Ch Paar ie a a (eo) © @ @ 
z2NaCl+ Lecithin . . hig (eo, @ @ @ e e eee 
- aCl+ Chol. + Lecithin 2 + e e eee 
NaCl + Chol. + Lecithin 1:1 . (e) e e e eee 
EEE ean ee (+) + t + + + + + 
2} CaCl, + Chol. God : e 
t= Sib 8 eeeee#e ee 8 @# @ 
~ \ ‘a Cly + Chol. - - Lecithin (2:1) (eo) @ @ @ 
CaCl, + Chol. + Lecithin (1:1) ie e@© © @ @ 
Kontrolle . . Beige oe a (+) + + GF 4 
3|KNO, + choi Pfs SP oe ke (eo) @ @© @ @ 
72KNO;+Lecithin. . ie) @ @ @© © © hehehehe 
x | K NO; + Chol. + Lecithin (2: 1) (eo) @ @ @ @ 
K NO, + Chol. + Lecithin (1:1) (eo) e@ e© © © @ @ 


Ergebnis. Parallel den Beobachtungen bei der Wasserpermeabilitat 
des roten Blutkérperchens 1a4Bt sich bei der Saurepermeabilitat die 
Wirkung des Cholesterins durch Lecithin stark beeinflussen. Der Grad 
der BeeinfluBbarkeit ist bei gleichen Mengenverhaltnissen zwischen 
Cholesterin und Lecithin, entsprechend der weiter vorn beobachteten 
Interferenz zwischen Kolloid- und lIonenwirkung, in verschiedenen 
Neutralsalzlésungen verschieden. In isotonischen NaCl- und K N O,- 
Lésungen kénnen sich Lecithin- und Cholesterinwirkung so weit auf- 
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heben, daB die Haimolysegrenze der Kontrollen erreicht wird. Ceteris 
paribus ist in CaCl,-Lésungen die Cholesterinwirkung durch gleiche 
Lecithinmengen nicht aufhebbar. 

Es zeigt sich also ein komplizierter Mechanismus synergetischer 
und antagonistischer Kolloid- und Ionenwirkung, dessen endgiiltige 
Klarung noch eingehender Studien bedarf. 

Nach dem Studium der Saéurehimolyse und ihrer Beziehungen zu 
hydrophilen und hydrophoben Kolloiden waren weiterhin Unter- 
suchungen dariiber anzustellen, ob die gleichen Kolloide auch die 
Basenpermeabilitat des roten Blutkérperchens beeinflussen. 

Die Beeinflussung der Saurehimolyse durch Cholesterin und 
Cholesterinester war eine eklatante und eine resistenzsteigernde Wirkung 
des Cholesterins, 8 bis 12 Stunden nach dem Saurekontakt noch klar 
nachweisbar. Die Verhaltnisse bei der Basenhimolyse liegen etwas 
anders. Die Hamolyse roter Blutkérperchen durch schwache Basen- 
konzentrationen geht langsamer vor sich als die durch entsprechende 
Saurekonzentrationen. Nach den Arbeiten von Mond ist das darauf 
zurickzufiihren, daB durch Sauren eine rasche Flockung der Kolloide 
der Zellgrenzschicht eintritt, die zur Hamolyse fiihrt, wahrend die 
Basenhamolyse auf eine langsame Quellung der gleichen Substanzen 
zuriickzufiihren ist und gréBere Zeiten bis zum Erreichen ihres vollen 
Effektes braucht. Innerhalb 10 Minuten nach dem Basenkontakt 
gepriift, setzt Cholesterin, parallel der Erscheinung bei der Saure- 
himolyse, die Resistenz der Roten gegen starke Basenkonzentrationen 
hinauf, wie die folgende Tabelle zeigt. 


NH,OH 25% (1: 20). 





Neutralsalz + Lauge 0,2. 03 04 O5 O6 O7 | O9 1.0 1.1 125131,14/15 
aes MN Sei et Seidel eh] ee) eel el 4 
NaCl+Chol.. . : (e) @ 
CaCl, . oa ae (+)! + + a + t + t t + t 
CaCl, + Chol. . (e) @ 
of) are (+) + + + + + t + + +. + + 
KNO; + Chol. . (e) e 
ee (+H) + +) +) 4+ 4+ + + +/54+/4 5 4 
KBr+Chol. . . ie) e 
see Tir rl] ei 4 

ie) @ * 


Ergebnis. 10 bis 15 Minuten nach dem Ammoniakkontakt gepriift 
(die Aufschwemmungen wurden leicht anzentrifugiert), ist eine starke 
Hemmung der Ammoniakhamolyse bei hoher N H,-Konzentration durch 
Cholesterin zu beobachten. Eine Interferenz zwischen Kolloid- und 
lonenwirkung, wie sie bei der Saurehimolyse beobachtet werden 
konnte, war nicht festzustellen. 
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2 bis 3 Stunden nach dem Ammoniakkontakt gepriift, ist die 
Cholesterinwirkung verschwunden. Die mit Cholesterin vorbehandelten 
roten Blutkérperchen zeigen jetzt bei allen NH, -Konzentrationen 
die gleiche Hamolysegrenze wie die Kontrollen. Prinzipiell die gleichen 
Ergebnisse zeigten sich bei der Haimolyse mit Natron- und Kali- 
lauge und Methylamin. Mit Cholesterinester wurden die gleichen Er- 
gebnisse erzielt wie mit Cholesterin. 


Ob die in vitro durch Cholesterin hervorgerufene kurze Hemmung 
der Basenhimolyse in vivo als Eingriff in die Basenpermeabilitat in 
Frage kommt, steht dahin. Sicher ist die eklatante Hemmung der 
Saurepermeabilitat durch Cholesterin und Cholesterinester nicht ohne 
weiteres mit der temporiren Hemmung der Basenpermeabilitaét in 
Parallele zu setzen. Zu erwaigen ware, ob die Hemmung der Saure- 
permeabilitat dadurch zustande kommt, da8 H-Ionen hydrophobe 
Kolloide ausflocken und diese Ausflockung die Zellgrenzschicht weniger 
durchlassig macht, waihrend hydrovhobe Kolloide durch OH-Ionen 
nicht ausgeflockt werden und so die Wirkung von Basen nicht beein- 
flussen kénnen. Daf die hydrophoben und hydrophilen Kolloide in 
das Innere der Saéugetierroten eindringen, ist kaum anzunehmen. Der 
Wirkungsort der Kolloide kann wohl nirgends anders als an der Zell- 
grenzschicht gesucht werden. 

Klarer als bei der Hemmung der Basenhamolyse durch hydrophobe 
Kolloide liegen die Dinge bei der Lecithinwirkung auf diesen Vorgang. 
Parallel den Erscheinungen bei der Wasserpermeabilitaét und der Saure- 
hamolyse setzt Lecithin die Resistenz roter Blutkérperchen gegen Basen 
herab. Es geschieht das in einer iiberraschend starken Weise, wie aus der 
folgenden Tabelle hervorgeht. Eine Interferenz des Lecithins mit Ionen- 
wirkung war nicht festzustellen. Der Lecithineffekt ist aber, wie ebenfalls 
aus der folgenden Tabelle ersichtlich, durch Cholesterin aufhebbar. 








001: 100 
NaCl+ NH,OH - sich aaa acaba 
0,6 0,7 O08 0.9 1.0 


NaCl epee ae, oe gery Cm 

WeUr ames wc kk te (@) ° 

NaCl + Cholesterin Rr re oe 

NaCl + Lecithin + Cholesterin, gleich- 
zeitig vorbehandelt 6 me ra 

NaCl + Lecithin + Cholesterin, erst 
Lecithin-, dann Cholesterinvorbe- 
handlung. . pe tie itera) Ex 

NaCl + Lecithin + Cholesterin, erst 
Cholesterin-, dann Lecithinvorbe- 
handlung . 
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Ergebnis. Lecithin senkt in Natriumchloridlésungen die Resistenz 
roter Blutkérperchen dem Ammoniak gegeniiber in einer fiir biologische 
Verhaltnisse ganz ungewoéhnlich starken Weise. Ammoniakmengen, 
die etwa um zwei Zehnerpotenzen kleiner sind als die, welche bei den 
Kontrollen gerade Hamolyse herbeifiihren, hamolysieren ceteris paribus 
mit Lecithin vorbehandelte rote Blutkérperchen. Das verwandte 
Lecithin rief in drei- bis vierfach starkeren Konzentrationen, als 
hier zur Vorbehandlung verwandt wurden, nicht die geringste Himolyse- 
erscheinung hervor. Da durch 25°,iges Ammoniak in einer Ver- 
diimnung von 1: 10000 Lecithin in 2 bis 3 Stunden (nach dieser Zeit 
stand das Hamolyseergebnis fest und blieb so fir weitere 10 bis 
12 Stunden) so: schwer veraindert wird, daB ein neuer haimolytisch 
hochwirksamer Kérper entsteht, ist kaum anzunehmen. Das an sich 
hamolytisch véllig unwirksame Lecithin muB das rote Blutkérperchen 
an der Zellgrenzschicht so verindern, daB es fiir Ammoniakmengen 
empfindlich wird, die in 200fach gréBerer Dosis von nicht lecithin- 
vorbehandelten roten Blutkérperchen noch ohne sichtbare Schadigung 
ertragen werden. Die Lecithinwirkung kann durch Cholesterin auf- 
gehoben werden, am besten dann, wenn die betreffenden roten Blut- 
kérperchen mit Lecithin vorbehandelt sind und nachtraglich der Chole- 
sterinwirkung ausgesetzt werden. 


Es war nun, wiederum parallel unseren Studien tiber die Wasser- 
permeabilitat, zu untersuchen, ob die Wirkung von Cholesterin und 
Cholesterinester und Lecithin auf die Basen- und Saurenpermeabilitat 
nicht nur in Neutralsalzlésungen, sondern auch im Serum nachgewiesen 
werden konnte. Wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht, ist sowohl 
die Hemmung der Saurehaimolyse durch Cholesterin, wie die Férderung 
der Saure- und Basenpermeabilitat durch Lecithin auch im Serum 
deutlich nachweisbar. Die Hemmung der Saéurehimolyse durch Chole- 


. 














O01: 100 1: 100 
4 05 0.6 0.7 08 0.9 1.0 01 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 
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sterin im Serum ist eine eklatante und wesentlich starker als die 
Hemmung der Wasserpermeabilitat unter gleichen Bedingungen. Auch 
die Férderung der Ammoniakhamolyse durch Lecithin im Serum ist 
eine sehr deutliche. 





NaCl + Stiure 0,1 / 0,2) 03 104/05 0,6 | 0,7 | 08/09 1,0 


Zusatz von n/10 HyPO, in isot. NaCl 2:10 zu Serum. 


Serum+NaCl+Saure . . fae ae ed Be pe | ppt 
(Serum + NaCl + Séure) + Cholesterin e 


Zusatz von n/10H,PO, in isot. NaCl 1:10 zu Serum. 


Serum + NaC 1+Saure .. ‘ +iti ti titi t+ic 
(Serum + NaCl + Saure) + Lecithin ‘ eeeeee ee e@ 
Zusatz von 25% NH,OH in isot. NaCl 1:100 zu Serum. 
Serum + NaCl+ Base . . . (+)(+)) + | 4 
(Serum + NaCl + Base)+ Lecithin . (e) ee e®© © © @ @ 


Zusammenfassung. 

Ebenso wie Cholesterin und Cholesterinester die Resistenz roter 
Blutkérperchen dem Wasser gegeniiber erhéhen, steigern sie deren 
Resistenz Sauren gegeniiber. Diese ResistenzerhGhung ist sowohl 
anorganischen wie organischen lipoidléslichen Sauren gegeniiber zu 
beobachten. 

Die Resistenzerhéhung durch Cholesterin und Cholesterinester 
gegeniiber anorganischen und organischen Sauren ist in verschiedenen 
isotonischen Neutralsalzlésungen verschieden hoch. In Neutralsalz- 
lésung mit zweiwertigen Kationen ist die Cholesterinwirkung ganz 
erheblich gréBer als in Neutralsalzlésungen mit gleichem Anion, aber 
einwertigen Kationen. Die in verschiedenen Neutralsalzlésungen ver- 
schieden groBe Cholesterinwirkung muB8 auf eine Interferenz zwischen 
Kolloid- und Kationenwirkung zuriickgefiihrt werden. DaB aber 
auch Anionen nicht véllig wirkungslos sind, zeigt die differente Chole- 
sterinwirkung in CaCl, und CaJs. 

Einwertige und zweiwertige Kationen greifen als Antagonisten in 
die die Saureresistenz steigernde Wirkung des Cholesterins ein. Der un- 
gewohnlich hohe Cholesterineffekt im Verein mit Calcium wird durch 
Natrium gesenkt, der Natrium + Cholesterineffekt durch Calcium 
gesteigert. 

Ebenso wie Lecithin die Resistenz roter Blutkérperchen dem 
Wasser gegeniiber verringert, setzt es deren Resistenz gegen anorganische 
und organische Sauren herab. Ebenso wie die Cholesterinwirkung ist 
der Lecithineffekt in verschiedenen Neutralsalzlésungen verschieden 
hoch. Die Wertigkeit der Kationen spielt fiir die Héhe des Lecithin- 
effekts keine Rolle. Der héchste Lecithineffekt wurde zusammen mit 
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Kalium erzielt. Auch in den Lecithineffekt greifen Ionen antagonistisch 
ein. Der hohe Kaliumeffekt laBt sich durch Lithium senken, der niedrige 
Lithiumeffekt durch Kalium erhéhen. 

Ebenso wie bei den Resistenzveranderungen gegen Wasser ein 
klarer Antagonismus zwischen hydrophilen und hydrophoben Kolloiden 
nachweisbar war, laBt sich die Wirkung von Cholesterin oder Chole- 
sterinester auf die Siurepermeabilitat durch Lecithin beeinflussen oder 
aufheben und umgekehrt. Erwartungsgema®8 war der Effekt des gegen- 
seitigen Antagonismus wegen der Interferenz zwischen Kolloid- und 
lonenwirkung in verschiedenen Neutralsalzlésungen verschieden groB. 

Cholesterin und Cholesterinester setzen die Resistenz roter Blut- 
kérperchen organischen und anorganischen Basen gegeniiber temporar 
stark hinauf. Eine Interferenz zwischen Kolloid- und Ionenwirkung 
war nicht nachweisbar. 

Lecithin setzt die Resistenz roter Blutkérperchen organischen und 
anorganischen Basen gegeniiber in einer ganz eklatanten Weise herab. 
Eine Interferenz zwischen Ionen- und Kolloidwirkung war nicht nach- 
weisbar. 

Die ungewohnlich hohe Resistenzsenkung durch Lecithin organi- 
schen und anorganischen Basen gegeniiber ist durch Cholesterin auf- 
hebbar. 

Die resistenzsteigernde Wirkung des Cholesterins gegen organische 
und anorganische Séuren ist im Blutserum deutlich nachweisbar. 
Cholesterinvorbehandelte rote Blutkérperchen vertragen auch im Serum 
fiinffach gréBere Sauremengen als ihre Kontrollen. Die resistenz- 
senkende Wirkung des Lecithins gegeniiber organischen und anorga- 
nischen Séuren und Basen ist im Blutserum deutlich nachweisbar. Mit 
Lecithin vorbehandelte rote Blutkérperchen himolysieren im Blutserum 
bei zweimal niedrigeren Basenmengen als die Kontrollen. 

Wirkungsort und Wirkungsmechanismen der durch Cholesterin und 
Cholesterinester und Lecithin hervorgerufenen Resistenzinderungen 
organischen und anorganischen Séuren und Basen gegeniiber miissen 
in weiteren Untersuchungen geklart werden. 
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Schnellverdampfung. 


(Bemerkungen zu der gleichnamigen Mitteilung von Hans Norbert Naumann’'.) 


Von 


Ernst Jantzen und Hans Schmalfuss?. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat. ) 
(Eingegangen am 23. Marz 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In dieser Zeitschrift publizierte kiirzlich Naumann im Anschlu8 an 
unsere Verdéffentlichungsreihe iiber ,,Schonendes Eindampfen bei niederen 
Temperaturen“* drei Arbeiten iiber Schnellverdampfung’. Wir fiirchten, 
daB die folgerichtige Entwicklung des schonenden Eindampfens durch 
zahlreiche Irrtiimer in diesen Arbeiten gehemmt wird. Nur den schiad- 
lichsten Irrtiimern kénnen wir hier entgegentreten. Die Annahme, daB 
die Dampfgeschwindigkeit im Kiihler in hohem MaBe EinfluB auf den 
Warmeiibergang habe (S. 162), ist fiir niedrige Drucke irrig*. Der Autor 
wendet eine der Regnaultschen Verdampfungsformeln mehrfach falsch an. 
Deshalb und wegen eines stindig wiederkehrenden Stellenfehlers ist die 
Zahlenspalte 3 in Tabelle III der zweiten Arbeit falsch. Auch die Zahlen- 
spalten 3 und 8 der Tabelle S. 416 sind falsch berechnet. Ferner hat 
der Autor unseren kleinen Kiihler fiir seine Versuche nicht ,,im Ver- 
haltnis 4: 3‘, sondern auf weniger als die Halfte verkleinert. Daher die 
kleinere Leistung! Um 100°, zu hoch greift die Behauptung (S. 143), die 
Leistung unseres Apparats lieBe sich, wenn wir des Autors (fehlerhafte) 
hohe Badtemperaturen verwendeten, auf 16,7 bzw. 30 Liter/Stunden 
Destillat steigern. Der Autor vergiBt, daB die Warmeiibertragung in unseren 


1 Diese Zeitschr. 216, 136ff., 154 ff., 1929; 217, 409ff., 1930. 

2 Wir schlossen uns aus den friiher (s. FuBnote 3) angegebenen Griinden 
fiir diese Arbeit zusammen. Schmalfuss, Jantzen. 

% Die Chemische Fabrik 1, 373 bis 375, 390 bis 392, 701 bis 703, 
1928; 2, 387 bis 391, 399 bis 401, 1929; Abderhalden, Handb. d. biol. 
Arbeitsmethod., Abt. V, 8S. 1479 bis 1528, 1929, ausgegeben am 10. Sep- 
tember 1929. 

4 F. Merkel, Die Grundlagen der Warmeiibertragung, Dresden und 
Leipzig, Steinkopff, 1927, S. 145ff. 
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mechanisch bewegten Badern schon in der Kalte gut ist. Die Drucke sind 
vom Autor fiir seine Versuche allgemein viel zu giinstig angegeben, vermutlich 
weil sie irgendwo im Schlauch zwischen Vorlage und Pumpe gemessen sind. 
Auch andere Versuchsangaben sind wenig zuverlissig. Ein gewéhnlicher 
Liebigkiihler kann unméglich den Dampf von 1,5 Litern/Stunde Wasser bei 
einer Kolbeninnentemperatur von 20° (l. c. S. 146) niederschlagen. Noch 
weniger Glauben verdient, daB der Liebigkiihler (S. 145) 4,8 Liter /Stunde 
Wasserkondensat bei 18 mm liefert. Das ist wohl mit dem 7-Réhrenkiihler 
unseres Apparats leicht zu erreichen, aber nicht entfernt mit irgendeinem 
der von Naumann beschriebenen Kiihler. Das Westsche! Prinzip des 
Liebigkiihlers mit engem Kiihlwasserraum, dessen Entdeckung Naumann 
sich versehentlich (S. 420, 2.) zuschreibt, ist bekanntlich fiir kleine Kiihler 
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sehr gut. Die Abmessungen fiir diesen Kiihler sind von Naumann un- 
giinstig gewahlt. Der schlieBlich empfohlene Kiihler ist ein ungliick- 
liches Zwitterding zwischen kleinen Kiihlern fiir gewéhnliche Arbeitsplatze 
und gr6éBeren Kiihlern stabiler Eindampfapparaturen. Naumann iiber- 
lastet seinen Kiihler und bekommt daher unnétig hohe Eindampf- 
temperaturen* oder verlangt fiir normale Arbeitsplitze zu viel Wasser. 
Weil auch das iibrige Laboratoriumsgerat fiir Nawmanns Apparatur zu 
schwach ist, so ist das Ganze provisorisch und unstabil (vgl. seine Abb. 4, 
8S. 418). Ein Kiihler fiir den Arbeitsplatz mu8 diesem wirklich an- 
gepaBt sein*. Der Autor bevorzugt statt milder Bedingungen wieder 


1 Ind. Eng. Chem. 20, 737, 1928; Die chemische Fabrik 1, 602, 1928; 
Chem. Centralbl. 1928, II, 1127. 

2 Fiir Naumanns schlechte Temperaturen ist bezeichnend, daB er 
eine besondere Vorschrift gibt, um das Wasserdestillat aus dem Manometer 
durch Heizen mit einem warmen feuchten Lappchen wieder zu entfernen. 
Bei guten Apparaturen, die wirklich bei Zimmertemperatur und darunter 
arbeiten, bleiben Manometer und Leitungen stets trocken. 

3 Es ist zwar sehr leicht, ein handliches Kiihlerchen nach Liebig-West 
zu bauen, doch seien immerhin erprobte MaBe durch die Abbildung an- 
gegeben. Leistung z. B. 1,4 Liter/Stunde Wasserdestillat, Dampf- 
temperatur 8° iiber der Eintrittstemperatur des Kiihlwassers _ bei 
0,6 cbm/Stunde Kiihlwasser. Exakte Zentrierung ist besonders wichtig. 
In Glasmanteln, die fast stets krumm und unrund sind, leidet mit der Zen- 
trierung die Leistung. Auch ist Glas in Verbindung mit Metall besonders 
zerbrechlich. 


22* 
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siedende Wasserbider fiir schonendes Eindampfen, obwohl sie unndétig? 
und gefahrlich? sind. 

Verwahren miissen wir uns auch gegen die unkorrekte Art zu vergleichen. 
Gerade in der Zusammenfassung (S. 163 und 164) vergleicht der Autor 
seinen Apparat mit unserem. Der unbefangene Leser* wird nicht auf den 
Gedanken kommen, daB hier unter unseren Namen eine Naumannsche 
Modifikation unseres Apparats lauft, und daB modifiziert hier bedeutet: 
verschlechtert, bis die Leistung auf weniger als ein Drittel sank. 


1 Die Chemische Fabrik 1, 701 bis 703, 1928; 2, 391, 1929; Abderhalden, 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. V, S. 1485 bis 1488, 1512, 1518, 1519, 
1929, ausgegeben am 10. September 1929. 

2 H. Schmalfussund K. Kalle, Journ. f. pr. Chem. 109, 153 bis 157, 1924. 
Vgl. den analogen Vorgang des Anbrennens von Speisen, wenn die Wand- 
temperatur die Zersetzungstemperatur iibersteigt. 

3 Der Referent des Zentralblatts las auch nichts anderes heraus, 
siehe Chem. Centralbl. 1980, I, 1828. 
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Uber die Quellung der Gelatine in Siuren und Salzlésungen. LI. 


Von 


Waclaw von Moraczewski und Stefan Grzycki. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und physiologische Chemie 
der Tierarztlichen Hochschule in Lwéw.)  , 


(Eingegangen am 25. Marz 1930.) 


In unserer ersten Mitteilung! iiber die Quellung der Gelatine in 
Sauren und Salzlésungen haben wir die Vermutung ausgesprochen, es 
kénnte die Quellung mit der Léslichkeit der Salze in Zusammenhang 
gebracht werden. Die bedeutende Quellung, welche die Gelatine in 
Sauren aufweist, hatte uns auf den Gedanken gebracht, es kénnte der 
Unterschied zwischen den einzelnen Salzlésungen, wie ihn die Hofmeister- 
sche Reihe zeigt, auf Ursachen beruhen, die denjenigen ahnlich sind, 
welche den Quellungsunterschied zwischen Salzlésungen einerseits und 
Sauren und Basen andererseits bedingen. 


Um dieser Frage naherzutreten, haben wir bei Saéure- und Salz- 
lésungen die Léslichkeit und auch das spezifische Gewicht in Betracht 
gezogen, um tiber den Zustand der Molekeln in Lésung zahlenmaBige 
Daten zu gewinnen. Daneben haben wir stets den Gefrierpunkt der 
Saure- und Salzlésungen bestimmt und die Wasserstoffionenkonzen- 
tration stets beriicksichtigt. 


Unsere friiheren Versuche haben uns gezeigt, wie groB der Einflub 
der Temperatur ist, und darauf Riicksicht nehmend, haben wir unsere 
Quellungsversuche bei drei méglichst konstant gehaltenen Temperaturen 
ausgefiihrt. Bei 4 bis 7° C, bei 12 bis 14° C und bei 17 bis 19° C. Solche 
Bestimmungen bei verschiedenen Temperaturen gaben unter anderem 
Auskunft tiber die Abhangigkeit der Quellung von dem Zustande der 
Salze in Lésung und dienten zur Kontrolle der spezifischen Quellung. 


Das Zeitmoment spielt auch eine Rolle, indem die Gelatine ihr 
Maximum der Quellung erst nach 40 bis 50 Stunden erreicht, aber 


1 Diese Zeitschr. 208, 299, 1929. 
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der Zuwachs ist stets ganz gleichmaBig und andert nichts an der 
Spezifitat der Quellung. Wir beschrankten also unsere Beobachtung 
auf die Quellung, welche nach 24 Stunden zu beobachten war. 


Die Konzentration der verwendeten Lésungen bedarf einer aus- 
fiihrlichen Besprechung. 

Wir haben uns iiberzeugt, daB die geléste Salzmenge fiir die Aus- 
giebigkeit der Quellung maBgebend ist, indem die Quellung mit der Kon- 
zentration zu wachsen pflegt, wenigstens bis zum gewissen Grade und bei 
den meisten Stoffen. Mineralsiuren sowie Sulfate und Citrate, auch 
anorganische Basen bilden eine Ausnahme, indem sowohl Saure wie 
Basen und die obengenannten Salze bei einer bestimmten Konzentration 
ihr Maximum erreichen, worauf bei steigender Konzentration die Quellung, 
wenn auch unbedeutend, abnimmt. Diese Erscheinung bildet aber eine 
Besonderheit und andert nichts an der allgemeinen Regel, nach der mit 
zunehmender Konzentration die Quellung zunimmt. 


Es war von Wichtigkeit zu bestimmen, welche Mengenverhalt- 
nisse einen SchluB auf die Spezifitat der Quellung erlauben. Es ist 
nach dem oben Gesagten klar, daB man den Unterschied zwischen 
den einzelnen Salzen verwischen kann, wenn man von dem weniger 
quellenden Salz entsprechend mehr nimmt. Da nun jedes Salz ein 
besonderes Molekulargewicht besitzt, so ist der Vergleich der spezifi- 
schen Quellung sehr dadurch erschwert. 


Nimmt man z. B. das Chlorid, Bromid und Jodid des Kaliums 
in einer ihrem Molekulargewicht entsprechenden Lésung, so findet man 
folgende Quellungsverhiltnisse : 

KCl bei 5°C 8,76, bei 14°C 11,68, bei 18°C 13,18 
Bie, PC $@, .. 16°C 1817, . 16°C 16,0 
Ed . ¥C 16,17, ...1¢C 1672, , IFC 2,60 


Nach dieser Beobachtung wiirden die Jodide am starksten, die 
Chloride am schwichsten quellen. Wenn man aber bedenkt, da8 von 
den Jodiden 16,6 g, von den Bromiden 11,9 g und von den Chloriden 
nur 7,4g auf je 300ccm Wasser gelést wurden, so ist nach dem oben 
Gesagten selbstverstindlich, daB die konzentriertere Lésung auch 
stirker quellend ist. 

Wir haben unter anderem auch bei 4° C gesattigte Lésungen der- 
selben Salze auf ihr Quellungsvermégen gepriift mit folgendem Ergebnis: 

KCl bei 5°C 7,89, bei 14°C 10,94, bei 18°C 12,02 
KBr , S&C %79, ., 14@C 11,47, .,, 18C 13,54 
KJ , &C 9,53, , 14°C 15,46, ,, 18°C 18,92 


Da die Jodide bekanntlich eine gréBere Léslichkeit als die Bromide 
und diese wieder eine gréBere als die Chloride besitzen, so ist wiederum 
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selbstverstandlich, daB auch hier die Jodide die Chloride und Bromide 
iibertreffen, da sich von ihnen mehr in Lésung befindet. 

Nehmen wir nun gleichprozentige Lésungen und vergleichen die 
Quellung, so ergibt sich, daB nun die Chloride die Bromide und Jodide 
ubertreffen: 

KCl bei 5°C 8,24, bei 14°C 11,56, bei 18°C 13,31 
KBr , &C8,ll, , 14°C 11,23, , 18°C 13,10 
Ed. «» OC EM, ~. 1470 1196, . IC 986 


Es will uns scheinen, daB dieses letzte Ergebnis die eigentlichen 
Quellungsverhialtnisse der Halogensalze illustriert. Somit haben wir bei 
unseren Versuchen stets mit gleichkonzentrierten Lésungen gearbeitet, 
und zwar nahmen wir meistens 10g oder 5g auf 300ccm Wasser. 


Bs / 


Wir geben hier nur die Resultate der gleichprozentigen Lésungen, 
da, wie eben gesagt wurde, die gesattigten Salzlésungen und die ge- 
sittigten Siuren — Oxalsiure, Weinsiure usw. — keine spezifische 
Quellungsfaihigkeit erkennen lassen, sondern nach der jeweiligen 
Léslichkeit mehr oder weniger die Gelatine quellen. 

Die gleichprozentigen Lésungen der Kalium- und Natriumsalze 
zeigen deutlich ein Uberwiegen der Natriumsalze, was vielleicht mit 
der gréBeren Léslichkeit der Natriumsalze in Zusammenhang gebracht 
werden diirfte. 

Tabelle I. 


5g auf 300 ccm Wasser. 








Temperater in oC m lekular-| Luslich- |Sch Iz-| — 

Gels = nach 4 12 17 porn oy keit ney aoe. 
NaNO,. 5,2 52 8,78 13,65 | 16,64 85,01 | 73—88 316 1,0117 
KNO, . 55,0 8,76| 1288) 15,15 101,01 | 13—81 387 © 1,0108 

NaSCN. | 58 | 5,0 10,12 15,96 | 21,41 81,07 | zerfl. 287 _- 

KSCN . | 6,2 | 5,0 || 9,37 | 14,98 | 19,25 97,17 172 172 _- 


Nimmt man dquimolekulare Lésungen, was natiirlich zu einer be- 
deutenderen Konzentration der Kaliumsalze fiihren muB, so stellen sich 
die Quellungszahlen wie folgt: 








Tabelle II. 
; Temperater in ° c Molekular-| Luslich- ls, aeesis-| Snes. 
Salz me af 5 12 18 ane ‘cht keit | r- a Gew 
NaNOs . 6,8 54 9,41 | 11,29 | 138,31 85,01 73—88 316 1,0118 
KNO, . 66 | 55) 931  11,46/ 18,98 101 13—31 337 1,0108 
NaSCN. 66 52 9,59 | 11,64) 15,15 81 zerfl. 287 - 
KSCN . | 7,0 | 5,8) 9,73 | 11,88 | 15,98 97 172 172 _- 
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Bei héherer Konzentration fallen die Versuche dhnlich aus. Hier 
wurden die Chloride mit den Rhodanaten verglichen. Das spezifische 
Gewicht wird hier als Gewicht des Pyknometerinhalts angegeben. 


Tabelle III. 
10 g auf 300 ccm Wasser. 





1. OC | 
Temperater in °< Molekular-| Lislich- Schmelz-| Spez. Gefrier- 








|| vor mach 4 7 | y9 44 17-19 | SeWicht | keit punkt | Gew. punkt 
NaCl 6,1 5,4 | 7,65 9,02 11,04 5845 35 805 | 51,543 | 2,1 
KCl. 5,9 537,54 8,83) 1084 74,55 28 772 ~~ 51,872 | 1,65 
NaSCN | 6,0 5,4) 9,45 11,86| 17,42 81,07 — 287 | 51,211 | 1,51 
KSCN. | 6,4 5,4) 941 11,84) 16,07 97,17 177 172 51,208 | 1,58 


Aquimolekulare Lésungen derselben Salze bieten dieselbe Er- 
scheinung, die friiher hervorgehoben wurde: das Ubergewicht der 
Kaliumsalze infolge der gréBeren Menge des gelésten Salzes. 


Tabelle IV. 


Aquimolekulare Lésungen. 





| OC s r | Y n : 
Salz Pa H senpereter fm *< Molekular- Lislich-|Schmelz-| Spez. Gefrier- 


vor jnach| 4 7 |49 14) i7—19 | #ewieht keit punkt Gew. | punkt 








NaCl . | 61/54 7,18 8,08 10,28 | 5845 35 805 50,679 0,63 
KCl. . 61/54 7,06 816 10,22] 7455 | 28 772 50,823 0.63 
NaSCN 6.0 54 828 932 1241) 81 zerfl. 287 50,677 0,61 
KSCN. 5.9/5.4 839 9,60 1238|| 97,17 177. 172 50,758 0.65 


Betrachtet man diese vier Tabellen, so kommt man zu dem SchluB, 
daB ein gewisser Zusammenhang zwischen den physikalischen Eigen- 
schaften und dem Quellungsvermégen zu bestehen scheint. So ist die 
Léslichkeit der Salze einer der Faktoren, in dem im allgemeinen die 
leichter léslichen Natronsalze auch die starker quellenden Salze sind. 
Die Chloride, die Nitrate, die Sulfate wie die Rhodanate quellen besser. 
Auch wenn man die aquimolekularen Lésungen zur Anwendung bringt, 
ist der Unterschied kaum zu merken, trotz der bedeutenderen 
Salzmenge, und der Unterschied kommt, wenn iiberhaupt, erst bei 
héherer Temperatur zum Vorschein, bei der auch die Kalisalze eine 
bedeutendere Léslichkeit zeigen. 

Uberhaupt ist beim Vergleich der Quellung bei niederen Tempe- 
raturen auffallend, wie wenig die Salze voneinander differieren, was 
wohl ebenfalls auf den Zusammenhang der Diffusibilitét und der Be- 
weglichkeit mit dem Quellungsvermégen hindeutet. 

Ein weiterer in die Augen springender Zusammenhang existiert 
zwischen dem Quellungsvermégen und dem spezifischen Gewicht. 
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Die spezifischen Gewichte der Metallsalzlésungen verhalten sich 
wie folgt: 


Gewicht von 50ccm 3,33°,iger Lésung: 





CSN ~— cl SO, Br J 
_ eS Mr 51,188 51,381 51,394 51,870 51,537 51,557 
Rete Shes 51,191 51,481 51,524 51,861 
Nach den Tabelien von Ch. D. Hodgman & N. A. Lange 1928 
es > alan _ | 1,0108 1,0110 1,0145 1,0127 1,0130 
Ba ae —_ | 1,0117 1,0125 1,0164 1,0139 — 


Alle unsere Bestimmungen des spezifischen Gewichtes, mit einem 
50 ccm fassenden Pyknometer ausgefiihrt, ergaben ein Uberwiegen der 
Nitrate iiber die Rhodanate, der Chloride iiber die Nitrate, und der 
Sulfate iiber die Chloride genau nach der Hofmeisterschen Reihe. 


Auch fiir andere Salze, wie Ca, Sr, Ba, Cu, Ni, gelten ‘die gleichen 
Gesetze, nimlich das Uberwiegen der Sulfate iiber die Chloride, und 
dieser wiederum iiber die Nitrate und Rhodanate, welche in wasseriger 
Lésung das geringste spezifische Gewicht haben. Die Bromide sind 
schwerer als die Chloride, und die Jodide schwerer als die Bromide, 
was in Ubereinstimmung steht mit unserer Beobachtung betreffs der 
Quellung. Allerdings gilt das Gesagte fiir gleichprozentige, nicht aqui- 
molare Lésungen. Wiirde man dquimolare Lésungen anwenden, so 
wurden die Unterschiede der spezifischen Gewichte um so deutlicher 
fiir Bromide und Jodide ausfallen. Fiir Nitrate und Rhodanate, deren 
Molekulargewicht gréBer als das der Chloride ist, wiirden die spezifischen 
Gewichte dieses Verhaltnis andern, indem sich bei starkerer Konzen- 
tration ein héheres spezifisches Gewicht zeigen wiirde, aber die Quellung 
wiirde um so gréBer werden. Da nun aber, wie oben ausgefiihrt, die 
molekularen Gewichte die richtige Beurteilung des spezifischen.Quellungs- 
vermégens erschweren, haben wir konsequenterweise stets mit gleich- 
prozentigen Lésungen gearbeitet und diese betreffs des spezifischen 
Gewichtes miteinander verglichen. 


Vergleicht man nun die spezifischen Gewichte der Sauren mit denen 
der Salze, so findet man im allgemeinen ein niedrigeres spezifisches 
Gewicht der Sauren im Vergleich zu dem des Salzes, wovon bei 
Besprechung der Saurequellung noch die Rede sein wird. 


Bei Betrachtung dieser Tabelle fallt es auf, daB in der Anionenreihe 
die spezifischen Gewichte mit dem Quellungsvermégen in der oben ge- 
nannten Relation stehen, indem mit wachsendem spezifischen Gewicht 
die Quellung abnimmt. Wenn wir das spezifische Gewicht als Ausdruck 
des Expansionsvermégens der Salzpartikel in Wasser betrachten, so kann 
es nicht wundernehmen, daB auch die Léslichkeit und der Schmelzpunkt 
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Tabelle V. 





. : On 
Temperatur in ° ( Molekular- Lislich- Spez. | Gefrier- Schmelz- 


Se Pa P ‘ 
Sets yor Ra | 4-7 12-14) 17—19 || Sewicht keit Gew. punkt punkt 





] 
} 
} 
| 


KSCN. 64 5,4 9,51 11,88 16,07 97,17 177 | 51,208/ 128 172 
KNO;. 60/54 7,88 945 12,17 101,1 13-31) 51,365 1,12 387 
KCl. . 59/53 7,54 883 10,84! 7455 27 | 51,872| 1,65 772 
K,S80,. 5,7 5,4 6,96 8,58 10,01) 174,26 7-11 | 51,637 0,86 1076 
NaSCN (60/54 945 11,86 17,42 81 zerfl. | 51,211 | 1,51 287 
NaNO, | 5,7 5,4 9,28 10,88 1315) 85 78-88) 51,398) — 316 
NaCl . | 5.7/5.4 9,12/ 10,69 12,96) 585 35 | 51,543| 211 | 805 
Na,SO, | 5.7/5.4 9,00 10,43 12,56) 1421 5-9 | 51,832) 108 — 


der Salze in eine ahnliche Reihe gebracht werden kénnten, es gilt dies 
aber nur fiir das einzelne Kation. Betrachtet man das Verhalten eines 
anderen Kations und wollte man die gleiche Regel anwenden, so wiirde sie 
nicht gelten, denn die Natriumsalze zeigen ein héheres spezifisches Gewicht 
als die Kaliumsalze'. Ebenso ist in der Erdalkalireihe die genannte Regel fiir 
Anionen giiltig, die Nitrate quellen naimlich besser als die Chloride, und diese 
wiederum besser als die Sulfate, was nur fiir Magnesium gepriift werden 
konnte. Dagegen ist die Quellung der léslichen Erdalkalisalze ausgiebiger 
als die der leichten Metalle. Vergleicht man aber die Quellung der Kalk- 
salze mit der des Strontiums und des Bariums, so sieht man wiederum eine 
Ubereinstimmung mit der Regel, indem nun die leichteren Calciumsalze 
besser quellen als die Strontiumsalze und diese wieder besser als die 
Bariumsalze. 


Tabelle VI. 
10g auf 300 cem Wasser. 





: Temperatur in °C | olekular-\Lislich-- Spez. |Gefrier-| Schmelz- 
om = = 4—7 | 12—14 17—19 | qrwuht keit ee. ora —~-y 
MgCl, . 6,0 5,2|| 8,57 10,26 12,22) 95,23 | 53 | «451,918 2,04 | 708 
CaCl, . 6,0 | 5,1 || 8,75 10,50 13,36) 110,98 | 59-74 51,753 1,65 | 774 
SrCl, 5,9 5,5! 866 9,96 12,86 15854 43-52 51,878 1,06 | 872 
BaCl, . 6,4 5,4//8,32 9,39 11,60 20828 | 31-36 51,893 0,78 | 955 


Die ausgiebigere Quellung geht mit dem Abnehmen der Schmelz- 
temperatur einher, auch die Léslichkeit der Salze ist um so gréBer, je gréBer 
die Quellung. Alles dies deutet auf den Zusammenhang des Quellungs- 
vermégens mit dem Zustand der Salze in Lésung und ihrer physikalischen 
Beschaffenheit. In dieser Reihe finden wir aber eine analoge Abweichung 
von der Regel, wie sie bei den Alkalisalzen hervorgehoben wurde: die 
Magnesiumsalze sind trotz der Leichtigkeit und leichteren Schmelzbarkeit 
weniger quellungsaktiv als die Kalksalze, aber ihr spezifisches Gewicht 
ist gréBer als das der Kalksalze, was wiederum eine Bestitigung unserer 
Regel bildet. 


1 NaCl 10: 300 spez. Gew. 51,543; Na,SO, 5: 300 spez. Gew. 51,116; 
CaCl, 10: 300 spez. Gew. 51,753; MgSO, 5: 300 spez. Gew. 51,240. 
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Tabelle VII. 


Aquimolare Lésungen. 





Temperatur in °C 


Salz Pu | PH et Molekular- Lislich- Spez. Gefrier- Schmeiz- 





vor jnach) 4 7 | yy 14 | 17—19 gewicht keit Gew. punkt punkt 
MgCl. 6,5 54/844 9,51 11,14 95.23 538 51,018! 0,96 | 708 
CaCl, . 6,5 54/851 9,90 12,04 110,98 59-74 51.116 095 | 774 
BaCl, . | 6,5 5,4) 8,19 10,00 12,11 208,28 31-36 51,791 0,85 955 


Bei aquimolaren Lésungen quellen die Bariumsalze stirker als die 
Calciumsalze, was darin seinen Grund hat, daB nun, dem Molekulargewicht 
entsprechend, mehr Bariumsalz auf das gleiche Fliissigkeitsvolumen gelést 
wurde. 

Der Vergleich der Chloride mit den Nitraten ergibt tibereinstimmend 
ein Uberwiegen der Nitrate, wie folgende Zusammenstellung zeigt : 


Tabelle VIII. 








- 
ae Pu Pu Temperatur in °C Mote- — Spez. ~ ned Schmelz- 
coe vr ‘ana 4—7 | 12—14 | 17—19 p -4 ett Gewicht paoke penkt 

MgCl, . . 6,8 4,8) 10,94 , 12,31 | 18,63 95,23 53 1,9156 — 708 

Mg(NOzs)g 5,4 4,8 12,97 | 14,68 | 22,02 | 256,43 200 1,0132 — 90 

CaCl, . . 68,48 12,13 1430 17,92 110,98 67 1,0148 — 774 

Ca(NQ3).. 5,1 | 5,0) 13,26 17,73 22,75 | 164,09 56 1,0187 — 561 

SrCl, 5,955 8,76 9,96 12,86 158,54 43 1,0161 1,06, 872 

Sr(NO3).. 5,7 53) 885 10,51 14,07 | 211,65 60 1,0150 0,83 645 

BaCl, . . 6,1 5,5) 830 9,58 12,11 | 208,28 34 1,0169 0,84 955 

Ba(NOz)g. 6,1 | 5,3 8,65 | 10,13 | 18,08 261,38 9 1,0153 0,63 575 


Hier liegt auch der Schmelzpunkt der entsprechenden Salze stets 
bei Nitraten tiefer als bei Chloriden, dagegen steht die Léslichkeit in 
keiner Ubereinstimmung mit dem Quellungsvermégen. Die spezifischen 
Gewichte sind bei Nitraten kleiner, aber dieses gilt fiir gleichprozentige 
Lésungen. Wollte man daquimolare Lésungen miteinander vergleichen, 
so waren sie wahrscheinlich gleich schwer oder schwerer, natiirlich wiirden 
dann aber auch die Quellungsaktivitaten entsprechend gréBer gewerden sein. 

Vergleichen wir endlich die dreiwertigen Kationen mit den ein- und 
zweiwertigen, so ergibt sich, daB die Quellung der Gelatine in Aluminium- 
sulfatlésung starker ausfallt, wie die folgende Tabelle zeigt: 


Tabelle IX. 
5g Salz auf 300ccm Wasser. 





in °C Mole- Lés- . 
Salz Pu Pa Temperatur in °¢ von coal FP Bian Schmelz- 
vor jnachi"4-7 | 12-14 17-19 gewicht keit Gewieht) punkt 





——— = 


| 
7,41 | 9,46 | 10,31 142,06) 19 | 1,094 84 


Na, SO, . 6,5 | 5,8 

MgSO,... . 66/48) 7,99 | 9,52| 10,55) 12038) 30 11084) — 
MnSO, . . 54 4,8 829 941) 1081 15099 45 1.1012 700 
zS0O, .. 5,6 5,3 7,67  9,10| 10,41 16144 | 44 1,1072 720 
Al, (S 0,)s « 3.4 44 862 10,10) 11,98 34218) 24 1,062 770 
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Da die Wasserstoffionenzahl bei diesen Lésungen stark differierte, 
brachten wir durch Zusatz von freier Schwefelsaéure alle Lésungen auf py 3,4. 


Tabelle X. 


Dieselben Salzlésungen bei gleichen py von 3,4. 








Temperatur in °C Mole- | ryslich-| Spez. | Schmelz- 
Salz ed ha. § aa ances | melee aoa — Gewicht roy 
| 
Na,SO,. .. 34 5,2 696 7,84 9,59] 142 19—40)| 51,116| 84 
Mgs0O,.. 3,4 | 5,2 7,02 | 8,01 9,93 || 120  26—33) 51,240 | 
MnSO,... 34 5,2 7,00 | 816 10,26) 150  53—60/ 51,205 | 
ZnSO, ... 3,4) 5,2)| 7,12 | 865 | 9,721) 161 | 41—46) 51,216 | 
Al, (SO,)3 . . 3,4 5,2) 7,29 8,46 | 10,66) 342 (23—25) 51,132 | 


Wie man sieht, ist die bevorzugte Stellung der Aluminiumsalze nicht 
durch die Reaktion der Lésung bedingt. 

So wie die zweiwertigen Kationen die einwertigen, so scheinen die 
dreiwertigen die zweiwertigen zu iibertreffen. Unter diesen ist nun wieder 
das Mangansulfat wohl dank seiner Léslichkeit und seinem spezifischen 
Gewicht bevorzugt. 

Aus allen hier angefiihrten Tabellen ersieht man, daB, trotz mancher 
Widerspriiche, eine gewisse Beziehung des Quellungsvermégens zu den 
physikalischen Eigenschaften zu bestehen scheint. Sowohl die Be- 
weglichkeit, welche in der Schmelzbarkeit und Léslichkeit der Salze 
ihren Ausdruck findet, wie die Raumerfiillung oder das Volumen, 
welches wohl mit dem spezifischen Gewicht zusammenhangt, iiben einen 
EinfluB auf das Quellungsvermégen aus. So ist die geringe Beweglichkeit 
der Molekiile bei tiefen Temperaturen wohl die Ursache, warum die 
Quellungsunterschiede bei 4 bis 7°C nie so deutlich auftreten, und 
warum die leichteren, d.h. leichter léslichen Salze ihr Quellungs- 
vermégen mit der Temperatur ausgiebiger steigern als die schwerer 
léslichen. 

Weiter ist der Zusammenhang zwischen dem spezifischen Gewicht 
und der Quellung wohl der Ausdruck dessen, daB die Ausdehnung der 
Molekeln in Lésung ein Anhaften des Wassers bedingt. Je gréBer das 
Molekiil, z. B. bei Citronensiuresalzen, um so bedeutender — ceteris 
paribus — ist das Anhaften des Wassers und die Quellbarkeit. Durch 
besondere Versuche wurde festgestellt, daB die Verteilung der Salze 
zwischen AuSenwasser und Gelatine eine gleichmaBige ist. Es wurde 
namlich die Gelatine nach der Quellung durch Erwirmen fliissig ge- 
macht und in der Fliissigkeit das Chlor, das Brom oder das Rhodan 
quantitativ ermittelt. Immer waren die Mengen in der Gelatine 
denen in der AuBenfliissigkeit gleich. Es dringen also die Salzmolekeln 
mit dem Wasser zugleich ein und halten sozusagen das Wasser fest. 
Deshalb ist wohl wegen der besonderen Anziehung des Wassers durch 
Sauren und Basen die Quellbarkeit in Saiuren so bevorzugt. 





nicl 
die 

ang) 
Mol 
gebe 


erni 
Rho 


welc 
Zuri 


Sulfa 
Stror 


~) pms 


Sres 
DBrowowo 
wo 


~ 
rar 


SrP : 
eo Poonas 








Iz- 


“ht 


lie 
ler 
en 


1er 
en 

3e. 

Ize 
en, 
en 
eit 
die 
nd 
gs- 
rer 


cht 
der 
das 
aris 
rch 
wlze 
rde 


Jan 
pine 
celn 
est. 
rch 





Quellung der Gelatine. IT. 339 


Das spezifische Gewicht wurde, wie gesagt, in gleichprozentigen, 
nicht gleichmolaren Lésungen gemessen. Nimmt man solche, so diirften 
die Rhodanate ihre bevorzugte Stellung behalten, wie die Tabelle IV 
angibt; dagegen kénnten die Chloride — weil in geringerer Menge, den 
Molekulargewichten entsprechend, gelést —- dadurch leichtere Lésungen 
geben. Trotzdem glauben wir an unserer Hypothese festhalten und 
nur die gleichprozentigen Lésungen in Betracht ziehen zu kénnen. 

Auch die Zahl der Molekiile in Lésung, welche in der Gefrierpunkts- 
erniedrigung ihren Ausdruck findet, kann das spezifische Gewicht bei 
Rhodanaten und Sulfaten nicht beeinflussen. 


Il. 
Die Sulfate und die Citrate zeigen noch eine Eigentiimlichkeit, 
welche wir nicht bei den oben genannten Salzen finden, namlich ein 
Zuriickgehen des Quellungsvermégens bei einer héheren Konzentration. 


Wir fiihren hier die vergleichenden Quellungserscheinungen bei den 
Sulfaten und den Rhodanaten an, daneben ist die Quellung in einer 
Strontiumchloridlésung zum Vergleich angegeben. 


Tabelle XI. 





Pu | Pu Temperatur in °C Mole- Spez Gefrier- Lislich 
Salz kular- ae? oe : 
vor nach 4 7 | 49-14 17—19 gewicht Gew punkt keit 





Natriumsulfat in verschiedenen Konzentrationen: 


10:300. . . || 6,6 | 6,0) 7,09 | 8,48 9.86 | 142 51,8382 1,08 5—9 
7,5: 300. . 6,5 5.7 7387 , 8,60 | 10,05 51,346 | 0,76 
5: 3800. 5.8 5.7 7,63 8,90 | 10,37 51,091 | 0,65 
3,3:800. .. | 5,7 | 56) 7,80 | 8,66 | 10,12 50,872 | 0,42 
2,5:300.. 5,7 5.6 6,85 8,34 | 10,08 50,714 | 0,34 
1,6:300.. 5.7 5.6 6,91 8,11 9,83 50,581 | 0,24 
0,8: 300. 5,7 | 5,6 || 6,83 | 7,63 9,37 50,441 | 0,12 
Kaliumsulfat in verschiedenen Konzentrationen: 
10:300. . . || 63! 5,4 || 7,74 | 8,66 | 10,02 174 51,658 0,88 |7—11 
7,5:300. . . | 5,7; 54] 696 | 858 9,92 51.637 0,85 
5:300. .. 56) 54) 6,71 | 8,94 9,63 50,987 0,46 
25:300. .. | 54) 541) 6,72 | 8,72 9,92 50.658 0,33 
16:300... | 54/541 655 | 834 9,02 59,533 = 0,21 
Wasser... 56) 56) 588 | 7.21 7,78 50,339 0 
Ammoniumsulfat in verschiedenen Konzentrationen: 
20:300. . . || 5,9 | 62 || 7,53 | 8,72 | 10,14) 182 52,340 2,03 71 
10:300. . . | 58; 62) 82 9,64 11,64 51,368 1,08 
5:300. . . | 5,7 | 62 || 7,55 | 8,76 | 11,04 50,870 0,59 
33:300. .. | 56 ' 63 || 829 | 9,08 | 11,25 50,694 0,44 
16:300. .. | 56 63) 7,47 8,64 | 10,31 50,522 0,23 


Diese Zusammenstellung ergibt eine Steigerung der Quellbarkeit 
bis zu einer gewissen Konzentration, welche bei Kaliumsulfat zwischen 
5: 300 und 7,5: 300 zu liegen scheint und weiter iiber 10 : 300 abnimmt. 
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Bei Natriumsulfat ist die optimale Quellbarkeit besonders deutlich bei 
5: 300, konzentriertere Lésungen bewirken eine Art Schrumpfung der 
Gelatine. Ammoniumsulfat zeigt die maximale Quellbarkeit bei 10 : 300. 

Man kénnte vermuten, daB derartige Erscheinungen auf der Bildung 
gréBerer Salzkomplexe beruhen, die nur gewissen Salzen eigen sind. 
Bei anderen Salzen ist das nicht der Fall, wie die folgende Zusammen- 
stellung ergibt, und es ist bei diesen ein Zunehmen der Quellung bei 
steigender Konzentration bis zur Verfliissigung der Gelatine sichtbar. 

Auch ist die Quellbarkeit fiir alle Kationen bei Sulfaten ziemlich 
gleich und liegt bedeutend tiefer als bei den nun folgenden Salz- 


lésungen. 
Tabelle XII. 





: : ‘ oe agg Pe 
Temperatur in ° ( Mole- 





Sal Pu | Pu ~~ Spez. Gefrier- Lislich-| Sechmelz- 
es vor nach! 4 7 12-14 | 17—19 ee Gew. punkt keit punkt 


Rhodannatrium bei verschiedenen Konzentrationen: 
20: 300 6,0 | 5,8 | 16,17 | 45,57 zerfl. 81 52,057 | 2,92 zerfl. 287 


10:300 58 5,8 11,15 16,94 24,01 51,208 | 1,36 
5:300 5,6 5,6 9,81 13,36 | 16,71 50,790 0,72 | 
3,3:300 5,6 5,6 9,14 12,22 | 14,97 50,641 0,45 | 
1,6:300 5,6 56. 9,13 11,72 | 14,22 50,490 0,23 | 


Strontiumchlorid bei verschiedenen Konzentrationen: 


20: 800 || 6,1 | 6,3 | 12,33 | 16,42 | 26,57|| 158 | 53,407! 2.35 | 43 872 

10:300 5,9 62 9,72 12,76 18,78 51,904 1,11 

5:300 58 6,41) 9,65 | 11,54 | 16,26 51,083 0,57 

3.3:300 5,7 64) 8,75 10,54 | 14,21 50,868 0,42 

1,6:300 55 64 8,67 10,13 | 13,12 50,553 0,19 
Natriumceitrat bei verschiedenen Konzentrationen: 

10:300 | 84 7,9! 7,53! 8,72) 10,24) 714 | 51,336! 0,65 | 91 150 

5:300 81 7,5 7,45! 8,96 10,98 50,828 0,34 

2.5:300 7,8 7,1 7,68) 8,93 11,08 50,568 | 0,15 | 

1,3:300 7,5 68 7,21 8,93 11,04 50,438 0,09 | 

06:300 72 65 7,80, 860 10,93 50,370 0,03 | 


Man sieht ohne weiteres aus dieser Zusammenstellung, wie be- 
deutend die Unterschiede bei den einzelnen Salzlésungen sein kénnen, 
und daB das Quellungsvermégen nicht nur von der in Lésung befindlichen 
Molekiilzah! abhangt. 

Wenn man auch zugeben muB, daB die Zahl der Salzmolekiile 
direkt mit der Quellung zusammenhangt, so ist andererseits die Art, 
wie sich die Molekiile in Wasser verhalten, fiir den Verlauf der 
Quellung maBgebend. 

Das Natriumcitrat, welches den tiefsten Quellungsgrad zeigt, 
quillt bei einer héheren Molekiilzahl schlechter als bei einer geringeren, 
wie der Vergleich des Gefrierpunktes mit der Gewichtszunahme ergibt. 
Bei den anderen Salzlésungen, wie bei Rhodannatrium oder bei Stron- 
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tiumchlorid, geht die Quellbarkeit mit der Konzentration und auch 
mit der Molekiilzahl und dem spezifischen Gewicht parallel. 


Auch soll betont werden, daB das spezifische Gewicht sich wohl 
von zwei Faktoren beeinflussen laBt: das Gewicht des Kations bildet 
den einen Faktor, das Gewicht des Anions den anderen. Wohl 
ist das spezifische Gewicht der zweiwertigen Metalle gréBer, aber 
im Vergleich dazu die Raumerfillung noch bedeutender, wenn wir 
das spezifische Gewicht in Beziehung zu dem Molekulargewicht bringen ; 
andererseits ist die Quellungsaktivitat des Citrats in starker Verdiinnung 
gréBer als die des Sulfats, und unter den Sulfaten ist wiederum die 
des Ammoniumsulfats bei starkster Verdiinnung gréBer als die des 
Natrivm- oder Kaliumsulfats. 





Spez.Gew. g Gelatine Molekular- | Gefrier- 


gewicht punkt 
(NH,).S80, 1,6: 390 50,522 10,31 132 0,23 
Na, SO, 1,6:300. . . | 50,588 9,83 142 0,24 
K,SO, 1,6:300 ... 50,533 9,03 174 0,21 
Citrat 1,6:300. ... 50,438 11,04 714 0,99 
NaSCN 1,6:300. .. 50,490 14,22 81 0,23 
SrCl, 16:300.... 50,553 13,12 157 0,19 


In dieser kleinen Tabelle haben wir Fliissigkeiten von gleicher Kon- 
zentration und verschiedenem Molekulargewicht nebeneinandergestellt. 
Es ergibt sich unter anderem, daB die gleiche Gefrierpunktserniedrigung 
bei Rhodannatrium und Ammoniumsulfat zufallig besteht. Trotzdem 
ist sowohl das spezifische Gewicht wie das Quellungsvermégen durch- 
aus verschieden. Das Citrat, welches bei dieser Konzentration eine 
kleine Molekiilzahl besitzt — nach dem Gefrierpunkt zu schaitzen —, 
hat ein gréBeres Quellungsvermégen als alle Sulfate. 

Vergleicht man die Gefrierpunkte der starkeren Lésungen, so er- 
gibt sich ein Unterschied zwischen dem Gefrierpunkt des Rhodanates 
und der Sulfate, welcher bei gréBerer Verdiinnung nicht bestanden hat. 
Die konzentrierte Rhodanlésung zeigt trotz ihrer Zweiatomigkeit einen 
tieferen Gefrierpunkt als die dreiatomigen Sulfate, was mit unserer 
Vermutung iibereinstimmt, daB bei gréBerer Konzentration eine Ag- 
glomeration der Molekiile stattfinden kénnte. 





Spez.Gew., Quellung Molekular-| Gefrier- 


gewicht punkt 
(NH,).SO, 10:300 . | 51,368 11,64 | 132 1,08 
ge se 51,832 9,86 142 1,08 
Sie he pe 51,658 10,02 174 0,88 
ee 51,336 10,24 714 0,65 
NaSCN 10:3800... 51,203 24,01 81 1,36 
SrCl,. . no 51,904 18,78 158 1,11 
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Daraus diirfte man schlieBen, daB die Quellung mit der Raum- 
erfiillung zusammengeht, wenn man darunter die Beziehung zwischen 
dem spezifischen Gewicht und der TeilchengréBe, die keinen Aus- 
druck besitzt, sowie auch mit dem Molekulargewicht, welches defi- 
nierbar ist, versteht. Je kleiner das spezifische Gewicht, um so gréBer 
das Molekularvolumen bei annahernd gleichem Molekulargewicht. 
So ist z. B. das Ammoniumsulfat von allen Sulfaten das am meisten 
quellende. So sind auch die leichten Rhodanate den Nitraten und 
Sulfaten iiberlegen. Unserer Bestimmung entzieht sich aber sowohl 
der Zustand der Salzteilchen in Lésung wie die Anderung, die wir bei 
den konzentrierten Lésungen vermuten. Durch die Bestimmung des 
Gefrierpunktes lat sich keine Verminderung der Molekiilzahl nach- 
weisen; somit bleibt es nur eine Vermutung, daB die Citrate und die 
Sulfate bei héheren Konzentrationen gréBere Komplexe bilden. Der 
eben genannte Unterschied zwischen der konzentrierten Lésung des 
Rhodanats und des Sulfats zeigt aber, daB die Annahme einer Ag- 
glomeration der Molekiile nich’ ganz haltlos ist. 


Ill. 

Die Quellung der Gelatine in Sauren bedarf einer besonderen Bespre- 
chung. Erstens ist sie im allgemeinen viel bedeutender als die Quellung 
in Salzlésungen, was nach unserem Dafiirhalten mit der Beweglichkeit 
des Wasserstoffions zusammenhangen diirfte. Die Siurelésung ist auch 
im allgemeinen leichter, d. h. sie besitzt ein geringeres spezifisches Ge- 
wicht als die Salzlésungen. Die Sauremolekiile nehmen also mehr Raum 
ein. Weiterhin ist fast jede Saure fahig, ein Maximum der Quellbarkeit bei 
einer bestimmten Konzentration zu auBern. Dieses sollte nach den oben 
besprochenen Hypothesen fiir eine Komplexbildung in Saurelésungen 
sprechen. Die nun folgenden Tabellen illustrieren das Gesagte. 


In der folgenden Tabelle XIII sind die Resultate der Quellung der 
organischen Saéuren von wechselnder Konzentration zusammengestellt. 


Tabelle XIII. 





Temperatur in °C Mole- 





PH Pu - esr tl Lislich- Schmelz- | Gefrier- 
vor /nach 4_4] | 12-14 | 17-19 queune ert punkt | punkt 


1. 0,3 g wasserfreie Siure auf 300 ccm Wasser. 
Essigsaure. . | 4,1 | 4,2 | 11,12 | 14,78 | 16,34 || 60,03 — 16 0,09 


Citronensiure 3,6 | 3,6 14,24 20,32 23,63 192,06 133 153 0,01 
Weinsaure. . | 3,4 | 3,3 || 16,23 | 23,00 | 26,46 150,05 139 168 0,01 
Oxalsiure .. 2,2 | 2,8 || 27,60 | 35,85 39,55 126,06 9,5 99 0,04 
2. 0,9g wasserfreie Saure auf 300 ccm Wasser. 
Essigsaure. .| 3,8 38 | 15,89 | 21,23 | 24,70 | 0,14 
Citronensaure | 3,3 | 3,0 24,73 32,88 36,00 | 0,96 
Weinsaure. . 3,0 2,8 || 25,84 | 32,99 36,51 |! 0,07 
Oxalsiure .. 1,7 2,1 | 29,88 | 33,99 | 36,61 | 0,10 
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Temperatur in °C Mole- 





P Pp : .. | Léslich- Schmelz-| Gefrier- 
vor nach 4-11 12-14 17-19 Sole keit punkt | punkt 
3. 1,5g wasserfreie Saiure auf 300 ccm Wasser. 
Kssigsiure.. 3,5 | 3,2 | 20,04 26,76 | 29,68 0.19 
Citronensiure 2,7 3,0 32,45 | 38,71 | 43,04 0,09 
Weinsaure. . || 2.5 2,8 || 32,76 | 38,39 | 41,96 0,10 
Oxalsiure .. || 1,8 2,2 || 26,57 30,60 33,35 0,13 
4. 2,5 ¢ wasserfreie Siure auf 300 com Wasser. 
Essigsiure. .| 3,5 3,7 13,84 | 25,04 | 30,99 0,33 
Citronensaure || 3,0 19,55 30,58 38,33 0,12 
Weinsaure. .| 2.2 — 18,63 29,08 35,68 || 0,15 
Oxalsture ../ 1,5 — 15,75 24,02 | 28,18 || 0,19 


Diese Zusammenstellung ergibt, daB bei groBer Verdiinnung die 
Wasserstoffionenkonzentration zur Geltung kommt: die Oxalsaiure mit 
pu 2,2 quillt die Gelatine bis 39,55 g, wahrend die Essigsiure mit pg 4,1 
eine Quellung von 16,34 bewirkt. Der Gefrierpunkt ist bei Oxalsiure 
0,04, also niedriger als bei der Essigsévre 0,09, also ist hier nicht die 
Zahl der Molekiile wie sonst maBgebend. 

Nimmt die Konzentration zu, so nimmt fiir Oxalsiure das Quellungs- 
vermégen ab, trotz der steigenden Wasserstoffionenzahl py 1,5; fiir 
Essigsiure nimmt das Quellungsvermégen mit der Konzentration zu. 
Das gleiche gilt fiir Citronen- und Weinsiure, welche mit der Zahl 
der Molekiile ihr Quellungsvermégen steigern, allerdings auch nur bis 
zu einem gewissen Grade. 

Bei Oxal-, Wein- und Citronensaure tritt ein Maximum der Quellung 
auf, trotzdem, kryoskopisch gemessen, die Zahl der Molekiile nicht ab- 
nimmt, sondern zunimmt. Es diirfte jedoch auffallen, daB die Essig- 
siure bei 5: 300 den gleichen Gefrierpunkt zeigt wie die 5 : 300-Oxal- 
siure, obwohl die Essigsiure als leichter in dieser Konzentration 
doppelt stark den Gefrierpunkt herabsetzen sollte. Man kann also 
nicht gut von einer Agglomeration der Molekeln sprechen und-muB sich 
mit der Konstatierung dieser Erscheinung begniigen, die tibrigens auch 
bei Mineralsiuren und bei Natronlauge beobachtet wird. Es muB dieses 
auf einer Anderung des Lésungszustandes der Saéuren, Basen und Salze 
beruhen, einer Anderung, welcher wir das vorige Kapitel gewidmet 
haben, wo die Meinung ausgesprochen wurde, es kénnte diese Anderung 
eine allgemeine Erscheinung sein, welche bei Zunahme der Konzentra- 
tion auch die Essigsiure und die Rhodanate treffen wiirde, wenn die 
ZerflieBlichkeit der Gelatine der Beobachtung nicht bei Uberschreitung 
gewisser Konzentrationen Grenzen setzen wiirde. 

Ordnet man die Sauren nach ihrem Molekulargewicht und _be- 
trachtet die Quellung aquimolarer Lésungen, so sieht man, daB die 
Quellung sich nach der GréBe der Molekiile ordnet, daB also die Citronen- 
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siure am meisten Wasser aufnimmt, die Essigsiure am wenigscen. I 
Aquinormale Lésungen zeigen die gleiche Reihenfolge, nur ibertrifft t 
hier die Weinsaure die Citronensadure, welche als dreibasische Saure p 
in geringerer Menge gelést war. le 

k 


Eine besondere Tabelle berichtet iiber die Quellung von Lésungen | 
mit gleichem py. Hier muBte natiirlich, um das py von 1,8 zu er- w 
reichen, von der Essigsiure bedeutend mehr gelést werden als von 
den stairker dissoziierten Siuren, und dementsprechend ist die Quel- 
lung in Essigséure sehr bedeutend wegen der hohen Konzentration. 








Tabelle XIV. ; 
a , in °C 
Pu Pu Temperatur in °¢ Spez. Gattien. 
vor nach 7-11 12-14 17-19 Gew. punkt 


Lésung von 0,3 g wasserfreier Saure in 300 ccm Wasser. 











Essigsaure. . . .. 3,1 3,8 || 10,11 | 16,51 0,09 
Citronensaure. . . . 3,9 3,2 || 15,27 | 26,26 0,00 
Wemehure..... 2,8 3,3 || 21,54 | 31,25 0,01 1 
Guameare ..... 2,3 2,4 | 30,88 | 41,55 0,05 
Aquinormale n/10 Lésungen. : 
Essigsaure . .. | 48 4,7 | 10,57 | 17,76 | 23,24 50,367 0,28 | 0, 
Citronensaure. . . . 4,7 4,6 | 15,07 | 24,47 31,91 50,448 0,10 oe 
Weinsaure . . 4,8 46 17,75 25,51 3334 50,493 0,14 > iy 
) Oxalsiure .. . .. 4,7 | 4,7 || 15,35 19,65 25,34 50,453 025 |f 9. 
Oxalsaiure 1/6 HCl 4.8 4,6 || 16,22 2452 32,60) 50,338 0,07 0. 
Aquimolare Saurelésungen. 0,03 
Essigsiure . . . 5,2 5,2 9,45 | 15,96 | 21,32 50,354 0,25 
Citronensaure. . . . 5,2 | 19,43 | 26,92 | 38,24 | 51,737 0,67 Dy 
Weinsiure. .... 5,2 18,37 | 24,81 | 33,60 51,482 | 0,68 1¢ 
Oxalsiure ..... 5,2 | 11,54 | 16,10 22,47 50,648 0,45 . 
Oxalsaure 2 5,5 || 16,01 | 20,07 25,94 50,414 | 0,14 36 
Gleiches py der Saurelésungen, py 1,8. is 
a See a eee 18 | 2,0 | 13,75 | 20,30 | 28,08 | 50,323 0,08 05 
Essigsiure..... 18 | 2,1 27,93 | 40,69 zerflies. 51,630 3,18 i} : 
Citronensaure. . . ., 18 | 2,1 | 19,90 | 23,33 30,01 51,089 0,45 14 
Weinsiure. .... | 18 | 21 | 1864 | 2224 2932 50,899 | 0,38 | @ 
Oxalsiure .. . . | 18 | 19 | 16,01 | 19,69 27,56 | 50,356 | 0,10 10 
Gleiches pq der Saurelisungen, py 2,0. 36 
a eee cee 2,0 | 2,5 || 12,68 | 20,54 | 29,04) 50,331 | 0,038 18 
Essigsiure . .... 2,0 2.5 | 19,73 | 33,18 | 58,69 | 51,278 3,05 09 
Citronenséure. . . . 2,0 2.0 18,90 23,10 30,34) 50,893 0,36 } 0.5 
Weinsaure. .... || 2,0 2,0 18,45 22,41 29,04 59,763 0,33 
ae are | 20 | 25 | 14,43 19,51 28,04 | 509,343 0,06 re 
Gleiches pq der Saurelésungen, pq 2,5. 10 
_.) PRP ere 2,5 2.8 7,75 | 12,40 | 15,98 || 50,341 0,01 5 
Kssigsiure. .... 2,5 2,5 16,38 23,96 31,10 | 50,678 1,45 2,5 
Citronensinre. | |. | 25 | 25 | 13,42 | 2041 24:74) 50454 | 0,06 12 
Weinsaure . . | 25 | 26 || 11,55 | 16,75 | 22,49 || 50,400 | 0,03 0,6 
Oxalsiure ..... 25 | 28 8,82 | 14,30 19,26 || 50,350 | 0,02 0,3: 
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Bei einem pg von 2,5 ist die Quellung noch immer von der Konzen- 
tration abhangig und also der Dissoziationsfahigkeit umgekehrt pro- 
portional. Die Essigsiure nimmt den ersten Platz ein, die Salzsiure den 
letzten. Erst bei sehr starker Verdiinnung gewinnt die Wasserstoffionen- 
konzentration an Bedeutung, bis endlich, wie in Tabelle XIII gezeigt 
wurde, die Sauren nach ihrem Dissoziationsvermégen geordnet werden. 


Tabelle XV. 





Konzen- 
tration 


n/40 
n/59 
n/60 
p/70 
n/80 


10: 300 
5: 300 
2,5 : 300 
1,7 : 390 
0,8 : 300 
0,8 : 390 
0.4 : 300 
2: 300 
1: 800 
5 : 800 


20 : 300 
10: 300 
5: 300 
3,6 : 300 
1,8: 300 
0.9 : 300 
0,5 : 300 


0: 300 
10: 300 
5: 300 
6 : 300 
8 : 300 
9: 300 
5: 300 


20 : 300 
10: 300 
5: 300 
5: 300 
2 : 300 
6 : 300 
3: 300 


£0207 3° 
im Ot NTO 


$2 POO PO = PO ee 
> DWwNnwOoK OWN SO 


WNwONMwNOH 
Now Noon 


- 


DMmOnnwnwHy— 


Hore Dao 


Php poo NO 
ADAAIODDWNW O&O 


Tempers in °C ‘ ™ 

remperatur in °¢ Spez. (Gefrier- Mole 
aa Pere 7 Gew mankt | Kular- 
; I gewicht 


Lislich- Schmelz- 


Pu 
keit punkt 


nach 4_7 12—14 | 17—19 


Salzsiurelésung in wechselnden Konzentrationen. 

2,0 || 14,75 | 21,13 | 27,49 50,335 0,11 36,5 - J 
2,2 13,80 22.87 30,49 50,328 0,09 
2,6 13,76 23,38 | 31.34 50,325 0,07 
2,8 | 11,72 21,98 | 30,29 50,320 0,07 
3,1) 9,64 17,46 | 24,22 50,317 0,04 


Oxalsaiurelésung in wechselnden Konzentrationen. 


4,6 11,76 | 14,45 | 20,68 | 50,979 | 0,78 | 126,06; 9,5| 99 
4,6 13,25 | 15,47 | 20,77 50,643 | 0,52 
4.7 15,34 | 17,63 | 23,62 50,474| 0,19 
4.7 16,34 | 18,87 | 24,62 50,420 0,15 
'8 18,41 | 21,35 28,39 50,360 0,09 
‘7 15.74 | 21,16 28,38 50,372 0.09 
‘8 15,08 | 2242 31,58 50,360 0,04 
8 10,14 | 17,16 25,43 50,338 0,02 
‘8 624! 7.98 10.61 50,335 0,01 
48 639) 6.75 822 50,330 0,00 


ee ee ee 


Citronensaurelésung in wechselnden Konzentrationen. 


1,8 | 24,56 | 35,69 | 56,74 51,610! 0,63 | 192,06 133 153 
2,0 | 25,72 | 36,52 52,59 59,968 | 0,39 


2,2 25,01 | 35,79 52,94 50,657 | 0,24 
2.4 24,55 | 35,27 53,34 50,553 | 0,14 
2.8 23,03 | 34,25 | 49,77 50,446) 0,09 | 
2,9 16,09 | 29,24 | 41,67 50,388 | 0,06 
3,6 10,15 | 17,82 | 26,75 50,352 0,04 


Weinsiure in wechselnden Konzentrationen. 

25,93 35,930) 53,31 51,853 0,96 | 150,05 139 168 
25,50 35,45 48,37 51,090 0,53 

25.55 35,86 51,56 50,718 0,29 

25,98 36,20 51,00 | 50,588 0,21 

24,79 35,54 50,28 50,465 0,12 

24,59 32,10 | 44,03 50,392 0,07 | 

15,25 23,75 33.74 50,353 0,03 

Essigsiure in wechselnden Konzentrationen. 


2,3 28,39  zerflossen 50,878 | — 60 — 16 
2.3 26,69  zerflossen 50,715 

0 22,25 33,55 | 48,38 || 50,472 0,53 

2 18.11 | 29,32 44,26 || 50,445 0,33 

3! 15,38 | 24,86 36,46 || 50,345 0,19 
4 

6 


DW MOM WM 
CN tO OS Go 
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12,34 | 20,56 28,44 50,324 0,11 
8.66 13,81 20,74 59,305 0,06 
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Aus allem eben Gesagten ersieht man die unzweifelhafte Abhangig- 
keit der Quellung von der Zahl der Molekiile in Lésung und — wo die 
Zahl die gleiche ist — von der GréBe der Molekiile. Vergleicht man 
nimlich die Menge des durch die Gelatine aufgenommenen Wassers, 
so sieht man, daB die gréBte Menge bei der Citronensiure beobachtet 
wurde : 56,74 g auf 1 g Gelatine, dann folgt die Weinséure mit 53,31 g, 
dann die Essigsiure mit 48,38 g, endlich die Salzsiure und die Oxal- 
siure mit 31 bis 41 g. 


Tabelle XVI. 





Konzen- 9 Tempe- spez. Gefrier-| MOle- | Listich-|Schmelz- 
tration Lal Ls. 4 nape ow. punkt | athe —y “oy 
Sea 1/60 1,9 2,6 31,34 50,325 0,07 36,5 
Oxalsaure . . |0,4:300) 2.2 4,8 31,58 50,360 9,04 126,06 9,5 99 
Kssigsaure. .|) 5:300/ 2,8 3,0 48,388 50,472 0,53 60,0 16 
Weinsaure..) 5:300 2,1 2,3 51.56 59,718 0,29 150,05 | 139 168 
Citronensaure| 5:300 2,0 2.2 52,94 50,657 0,24 192,06 133 153 
Oxalsture .. 19:300 1,0 4,6 20,68 50.979 0,78 
Essigsiure.. 10:300 2,2 | 2,3 zerfi. | 50,715 
Weinsaiure. . 10:300 1,7 1,8 48,37 | 51,090) 0,53 
Citronensaure 10:300 1,9 | 2,0 | 52,59 50,968) 0,39 


Ahnliches beobachtet man bei Salzlésungen, bei denen ebenfalls die 
groBen Molekiile mehr Wasser aufnehmen als die kleinen. So ist die 
Menge des aufgenommenen Wassers bei Ammoniumsulfat gréBer als 
bei Natriumsulfat: 





Konzen- Spez. Gefrier- 
tration Gew. punkt 


(NH,).SO, ..  10:300 11,64 51,368 1,08 
Na,SO,.... | 10:300| 986 | 51,832 1,08 
Natriumcitrat . 2,5: 300 11,08 50,568 0,15 

Bei Natriumcitrat tritt bei geringer Konzentration — bei be- 


deutend kleinerer Erniedrigung des Gefrierpunktes — eine grobe 
Wasserresorption ein. 

Vergleicht man die aufgenommenen Wassermengen bei Salzlésungen 
und Sauren, so fallt auf, daB die Saéuren viel starker quellen, und ab- 
gesehen von der Beweglichkeit der Wasserstoffionen diirfte hier auch 
die Raumerfiillung der Siuren von Bedeutung sein, die Raumerfiillung, 
die zum Teil in dem spezifischen Gewicht ihren Ausdruck findet. So 
ist das spezifische Gewicht des am besten quellenden Salzes, nimlich 
des Rhodannatriums, bei einer Verdiinnung von 1,6 : 300 50,490, wahrend 
das spezifische Gewicht der am schlechtesten quellenden Saure bei dieser 
Verdiinnung 50,399 ist. 
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Weiterhin ist bei Sauren die GréBe der Molekiile von EinfluB 
wohl wegen der gréBeren Haftung des Wassers an den Molekiilen 
(Citronenséure und Weinsaéure im Vergleich zu Salzsaure). 


Dieses gilt aber nur bei schwacher Dissoziation, bei starker Ver- 
diinnung tritt die spezifische Wirkung der Wasserstoffionen zutage, die 
vielleicht fiir alle Saéuren gleich ist, wie aus dem Vergleich der Salz- 
siure mit der Oxalsdiure hervorgeht. 


Zusammenfassung. 


Es wurde durch Gewichtsbestimmung der gequollenen Gelatine das 
Quellungsvermégen in Saéuren und Salzlésungen ermittelt. 


In Salzlésungen quillt die Gelatine um so ausgiebiger, je kon- 
zentrierter die Lésung ist. 

Bei gleichkonzentrierten Lésungen richtet sich die Quellung nach 
dem spezifischen Gewicht der Lésung, d.h. je leichter die Lésung bei 
derselben Konzentration verschiedener Salze, um so gréBer das 
Quellungsvermégen. 

Die Lésungen wurden als gleichkonzentrierte und nicht gleich- 
molekulare miteinander verglichen. 

Bei gleichem Kation sind die spezifischen Gewichte gleichprozen- 
tiger Lésungen nach der Hofmeisterschen Reihe geordnet, d.h. CSN, 
NO,, Cl, SO,, dem Quellungsvermégen entsprechend. 

Die Salze der zweiwertigen Kationen quellen starker als einwertige, 
dreiwertige starker als zweiwertige. 

In der Kationenreihe Ca, Sr, Ba richtet sich das Quellungsvermégen 
wiederum nach dem spezifischen Gewicht der Lésungen. 

Sulfate und Citrate zeigen bei stirkerer Konzentration ein Ab- 
nehmen des Quellungsvermégens, welches wohl auf Bildung von Molekiil- 
aggregaten beruhen diirfte. ; 

Unter sonst gleichen Bedingungen scheint das Quellungsvermégen 
von der GréBe der Molekiile abzuhangen. 

Alle Saéuren quellen stairker als Salzlésungen in denselben Kon- 
zentrationen. 

Fast alle Siuren haben bei einer gewissen Verdiinnung ein Quellungs- 
maximum. 

Bei sehr starker Verdiinnung, etwa '/,. normal, ist die Quellung 
durch die Dissoziation der Saure bedingt. 


Bei konzentrierten, etwa+/,, normalen Lésungen bewirkt Citronen- 
siure eine starkere Quellung als Weinséure, diese eine starkere als 
Essigsaure. 
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Es wird die Hypothese ausgesprochen, es kénnte die Quellung 
mit dem Raumerfiillungsvermégen der gelésten Substanz zusammen- 
hangen, welches ein Anhaften gréBerer Wassermengen nach sich zieht. 
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Anwendung der Methode von van Slyke und Palmer 
zur Titration organischer Siuren auf eiweiGbhaltige 
Fliissigkeiten. 


II. Mitteilung: . 
Direkte Bestimmung organischer Siuren im Blute durch Titration’. 


Von 
E. E. Martinson und E. A. Wladimirowa. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatlichen Instituts fiir experi- 
mentelle Medizin und dem Biochemischen Laboratorium des Wassiliostrow- 
schen Kinderhospitals fiir Infektionskrankheiten in Leningrad.) 


(Eingegangen am 25. Marz 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung(1) tiber die Anwendung der Methode von 
van Slyke und Palmer zur Titration organischer Saéuren auf eiweiB- 
haltige Fliissigkeiten haben wir angegeben, daB diese Methode nicht 
nur auf Harn, sondern auch auf andere biologische Fliissigkeiten an- 
wendbar sei; das Eiweif darf dann allerdings nicht so, wie es Palmer 
fir Harn angibt, ausgefallt werden®. Nachdem wir in der Trichlor- 
essigsdure ein brauchbares Fallungsmittel gefunden hatten, haben wir 
sie zundchst am Harn, dann aber auch an anderen organischen Fliissig- 
keiten, besonders am Blut gepriift. 


Die Trichloressigsiure wird, wie aus der ersten Mitteilung her- 
vorgeht, infolge ihrer hohen Dissoziationskonstante nach der Methode 
von van Slyke und Palmer (2) praktisch nicht als organische Saure mit- 
titriert. Sie kann also zur Ausfillung von EiweiBstoffen aus Fliissig- 
keiten dienen, in denen die organischen Sauren nach der oben ge- 
nannten Methode bestimmt werden sollen, wie von uns am Beispiel 
des EiweiBharns in der ersten Mitteilung gezeigt wurde. 


1 Mitgeteilt in der Sitzung der wissenschaftlichen Konferenz des 
Instituts fiir experimentelle Medizin am 25. Oktober 1929. 
2 Journ. of biol. Chem. 68, 1926. 
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Der Zweck der vorliegenden Arbeit war die Ausarbeitung einer 
Methode zur unmittelbaren Bestimmung organischer Saiuren im Blute 
durch Titration. 

Die organischen Sauren sind eine der Hauptursachen, die im 
Organismus Azidosen hervorrufen, und ihre Bestimmung im Blute 
ist zweifellos von groBer Bedeutung. Die Bestimmung der Alkali- 
reserve gibt in einigen Fallen keinen sicheren AufschluB iiber den Grad 
der Azidose. Diese ist immer von einer Senkung der Alkalireserve 
begleitet, umgekehrt aber beweist die Senkung der Alkalireserve noch 
nicht das Vorhandensein einer Azidose. Ein klassisches Beispiel hierfiir 
ist die Senkung der Alkalireserve bei verstirkter Atmung, wobei zu- 
weilen gleichzeitig eine Steigerung des py eintritt, d.h. ein Zustand 
von unkompensierter Alkalose (3). 


Nach Peters und seinen Mitarbeitern (4) werden die organischen Sauren 
im Blute auf indirektem Wege bestimmt, indem man einerseits alle anorgani- 
schen Basen und andererseits alle bekannten Séuren (HCO), SO/, HP OJ, 
Cl’ und den Sauregrad des EiweiBes bei dem jeweiligen pq des Blutes) 
bestimmt. Wenn man von der Gesamtmenge der anorganischen Basen die 
Summe dieser Saéuren abzieht, so erhailt man einen gewissen UberschuB an 
Basen, der offenbar in Verbindung mit den organischen Sauren vorliegt und 
ihnen aquivalent ist. Dieses Verfahren ist aber sehr schwierig und zeit- 
raubend. 


Auf der Suche nach einem einfacheren Verfahren beschlossen wir, 
die von van Slyke und Palmer zur Bestimmung organischer Séiuren 
im Harn empfohlene Methode anzuwenden, und kamen so zu der 
folgenden Modifikation fiir Blut. 


Noétige Reagenzien und Apparatur. 

1. 0,2n HCl. 

2. 0,05n HCL. 

3. 50°, ige Trichloressigsiure (50g werden in Wasser auf 100 ccm 
gelést). 

4. Phenolphthalein (1°,ige alkoholische Lésung). 

5. B-Dinitrophenol (0,1 g in 300 ccm Wasser). 

6. Standardlésung von f-Dinitrophenol: 13,3 cem der zehnfach ver- 
diinnten wisserigen Lésung von #-Dinitrophenol (5) werden mit n/10 
Na, CO, auf 100 ccm aufgefiillt. Die Farbe dieser Lésung entspricht einem 
Pu von 2,7 in dem Standardsatz von Michaelis zur py-Bestimmung. 

7. Caleciumhydroxyd |Ca(OH),]. 

8. Mikrobiiretten von 2 oder 3 ccm Inhalt mit Einteilung in 0,01 cem. 

9. Komparator nach Walpole mit runden Offnungen fiir Reagenzglaser. 

10. Reagenzgliser von 25mm Durchmesser und 150 mm Linge. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Man gibt zu 5 ccm defibriniertem Blut in einem Reagenzglas von 
50 cem Inhalt 20 bis 25 cem Wasser und wartet etwa 10 bis 15 Minuten 
bis zur vélligen Himolyse. Dann tropft man unter Umschiitteln genau 
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5cem 50° iger Trichloressigsiure zu, fillt mit Wasser bis zur Marke 
auf und filtriert. Zu dem Filtrat gibt man 0,75 g Ca(OH),! und 
schiittelt durch. Nach 15 Minuten wird durch ein Faltenfilter filtriert. 
15 cem des Filtrats werden in eines der Glaser abgemessen (10)?. Man 
gibt 0,2 ccm 1°, ige Phenolphthaleinlésung hinzu und neutralisiert bis 
zum Verschwinden der Rosafairbung anfangs mit 0,2n HCl, und zum 
SchluB, wenn die rosa Farbe abgeblaBt ist, mit 0,05n HCl. Dadurch 
wird einerseits die Zugabe eines groBen Fliissigkeitsvolumens vermieden, 
andererseits eine genauere Einstellung des Anfangspunktes der Titration 
erreicht. 

Dann 14Bt man aus einer Mikrobiirette genau 1 ccm, 0,05n HCl 
zuflieBen und titriert nach Zusatz von 3,57ccm {-Dinitrophenol- 
lésung (5) mit 0,05 n HCl, bis im Komparator Farbgleichbeit mit der 
Standardlésung erreicht ist. Am Ende der Titration fillt man mit 
Wasser auf 25 ccm auf. Die zur Titration verbrauchte Menge 0,05 n HCl 
ergibt nach Abzug der Korrektur fiir Trichloressigsiure die Menge 
der organischen Sauren in 1,5 ccm Blut?. 





Abb. 1. 


Einzelheiten der Bestimmung. 


1. Endpunkt der Titration. 


Van Slyke und Palmer stellen den Endpunkt der Titration mit Hilfe von 
Tropaeolin 00, d.h. bei py = 2,7 fest; sie weisen aber auch auf die Méglich- 
keit hin, Thymolsulfophthalein und Methylorange zu benutzen; letzteres 
haben wir nicht gepriift; bei den beiden ersten erfolgt der Farbumschlag sehr 
allmahlich, besonders bei Titration mit 0,05 n Saéure nach unseren Angaben 
statt mit 0,2 n Saéure, wie sie zur Titration von Harn benutzt wird. 





1 Zur Fallung von Phosphaten. 

2 Das Abmessen des Filtrats und alle weiteren Manipulationen miissen 
unmittelbar nach dem Filtrieren und mit duBerster Sorgfalt vorgenommen 
werden, um eine Absorption von Kohlenséure aus der Luft durch die stark 
alkalische Lésung zu vermeiden. 

3 Das Filtrat reicht nach Ausfaillung der Phosphate fiir zwei Titrationen, 
so daB immer zwei Parallelbestimmungen mit 5 ccm Blut gemacht werden 
kénnen. 
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Wir gaben, vielleicht etwas subjektiv, dem Indikator von Michaelis 
f-Dinitrophenol den Vorzug und benutzten auBerdem den Komparator von 
Walpole. Bei py = 2,7 ist dieser Indikator jedoch nur sehr schwach gefarbt. 
Um die Farbung zu verstirken, stellen wir hintereinander zwei Standard- 
reagenzglaser in den Komparator und stellen auch hinter die zu titrierende 
Lésung ein solches Standardglas!. Diese drei Glaser (siehe oben10) enthalten 
je 25ccm Standardlésung (6) und sind zugeschmolzen. Sie sind sehr lange 
brauchbar, da die Indikatoren von Michaelis sehr haltbar sind. Dieser gibt 
fiir die Herstellung der Standardlésungen zur py-Bestimmung nur fiir 
ganzzahlige py-Werte die Mengenverhiltnisse zwischen Indikator und 
n/10 Na,CO, an. Durch Interpolation fanden wir fiir px 2,7 13,3 eem 
Indikator auf 86,7 cem Na,CO,. Bei der Titration muB eine Korrektur fiir 
die Sauremenge eingefiihrt werden, die man braucht, um das py von Wasser 
auf 2,7 zu bringen. Diese betragt fiir ein Volumen von 25 ccm 1 cem 0,05 n 
HCl, der zu Beginn der Titration der Lésung zugesetzt wird. 


2. Korrektur fiir Trichloressigsdure. 

In der ersten Mitteilung haben wir gezeigt, daB nach der theoretischen 
Berechnung von der Trichloressigsiture dank ihrer hohen Dissoziations- 
konstante (1,3. 10-1) [Kolthoff (6)] bei Ausfiihrung der Bestimmung nach 
van Slyke und Palmer nur 1,54°, mittitriert werden. Bei der experi- 
mentellen Nachpriifung fanden wir damals, daB§ der titrierte Anteil tat- 
sichlich noch kleiner (etwas iiber 1%) ist; wir haben diese Abweichung 
mit der ungenauen Bestimmung der Konstante erklirt. 

Bei Anwendung der oben angegebenen Modifikation der Titration 
fanden wir eine genauere Ubereinstimmung mit der theoretischen Berech- 
nung. Durchschnittlich erhielten wir einen Wert, der sehr nahe an 1,54°% 
herankam. 

Die Trichloressigsiure verhalt sich wie eine starke Mineralsiure und 
behalt ihren Titer, der genau mit Phenolphthalein eingestellt wird, un- 
verindert bei. Daher stellen wir gleich eine gréBere Menge (200 cem und 
mehr) ein. Die Korrektur fiir Trichloressigsiure bestimmen wir, indem wir 
genau 5cem der 50% igen Saéure in ein Reagenzglas von 50cem Inhalt 
abmessen, 0,75 g Ca(OH), zugeben und bis zur Marke mit Wasser auffiillen, 
filtrieren und im Filtrat die Bestimmung ausfiihren, wie dies oben fiir die 
Blutanalyse beschrieben wurde; d. h. wir nehmen 15 cem Filtrat, neutrali- 
sieren gegen Phenolphthalein mit Saure, geben lccm 0,05n HCl und 
3,75 cem Nitrophenol zu und titrieren im Komparator mit 0,05 n HCl bis zur 
Farbgleichheit mit der Standardlésung. 

Der erhaltene Wert betrigt etwa 1,5°, von der Trichloressigsiure, 
die in den zur Titration verwendeten 15 ccm Filtrat enthalten ist. Meist 
betragt diese Korrektur 1,29 bis 1,34 cem 0,05 n HCl. Sie 1laBt sich auch aus 
dem Titer der Trichloressigsiure gegen Phenolphthalein zu 1,5°, der 
angewandten Menge berechnen; wir ziehen jedoch eine direkte Bestimmung 
vor, um so mehr, als eine einmalige Berechnung dieser Korrektur aus zwei bis 
drei Titrationen fiir die ganze Lésung geniigt. Im folgenden geben wir 
dafiir ein Beispiel. 


1 Als Lichtfilter setzen wir hinter die Reagenzgliser zwei zusammen- 
gelegte Gliser: ein blaues und ein mattweiBes. Im durchfallenden Licht 
erscheint die Standardlésung blau, die zu titrierende Lésung aber zunachst 
griin. Die Anordnung der Reagenzgliser im Komparator ergibt sich aus 
Abb. 1. 
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In ein Reagenzglas von 50ccm werden genau 5cem Trichloressig- 
siure abgemessen und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Auf 15 cem 
dieser Mischung wurden 45,65ccm n/10 NaOH gebraucht. 1,5°% von 
dieser Menge sind 0,68 cem n/10 oder 1,36cem 0,05n NaOH. 

In ein anderes 50 ccm fassendes Reagenzglas miBt man ebenfalls 
5cem Trichloressigsiure ab und bestimmt die Korrektur wie oben be- 
schrieben. Wir erhalten 1,29 cem bzw. 1,33 ccm 0,05 n, im Durchschnitt 
1,31 cem oder 0,655 cem n/10 HCl, gleich 1,4°,. Die Differenz zwischen der 
theoretischen und der experimentell gefundenen Korrektur betragt also 
0,05 cem 0,05 n HCL. 

Die so festgestellte Korrektur ist noch nicht endgiiltig, da bei der 
Ausfillung des EiweiBes im Blute ein Teil der Trichloressigsiure an dieses 
gebunden wird. Um diese Menge festzustellen, gaben wir einmal 5 ccm 
50°, iger Trichloressigsiure in ein 50 ccm fassendes Reagenzglas, fiillten bis 
zur Marke auf und titrierten 15 cem davon mit n/10 NaOH gegen Phenol- 
phthalein. In einem anderen Reagenzglas fillten wir 5 cem Blut mit 5 cem 
Saure, fiillten bis zur Marke auf, filtrierten und titrierten 15 cem des Filtrats 
gleichfalls mit n/l10 NaOH. Die Werte aus der zweiten Titration waren 
meist geringer als die aus der ersten. Der Unterschied betrug im Durch- 
schnitt einer groBen Anzahl von Bestimmungen 5,4. Um 1,5° davon oder 
0,08 ecm n/i0 bzw. 0,16 cem 0,05 n muB man die oben gefundene Korrektur 
fiir Trichloressigsiure verringern. Die Abweichungen von der Durchschnitts- 
zahl 5,4 gingen nur wenig iiber die Grenzen der Genauigkeit unserer Methode 
hinaus. 


3. Wirkung von Kreatinin, Kreatin und Aminosduren auf die Titration. 


Man nimmt fiir den Gehalt des Blutes an Kreatin, Kreatinin und Amino- 
siuren folgende Durchschnittszahlen an?: 


Kreatinin. . . 0,75 mg N in 100cem Blut 
nee st OC EY OR UC ae x 
Aminoséuren . 7 “oe as fe a 


Nach der Methode von van Slyke titriert man Kreatinin zu 99°, 
Kreatin zu 60°. lecem ihrer n/10 Lésung enthalt 4,2 mg N. 

Wenn man diese Zahlen als gegeben voraussetzt, kann man erwarten, 
daB8 bei unserer Methode zur Titration organischer Sauren fiir 100 cem 
Blut 0,18 cem der n/10 Lésung auf Kreatinin und 0,49 ccm auf Kreatin 
entfallen. : 

Fiir Harn gibt van Slyke (2) die Korrektur fiir Aminosauren zu 80 ecm 
n/10 Lésung an, wenn man die Menge der Aminosaéuren zu 280 mg berechnet 
(2°, des durchschnittlichen Gesamtstickstoffs von 14g). Auf Grund dieser 
Zahlen wiirden bei unseren Bestimmungen auf die Aminosiuren 2 cem der 
n/10 Lésung fiir 100 cem Blut entfallen. Die gesamte Korrektur betrigt 
also 0,18 + 0,49 + 2 = 2,67ccm n/10 Lésung auf 100 cem Blut. 


4, Beispiel der Berechnung. 


Zur Titration von 15 cem Filtrat, entsprechend 1,5 cem Blut, wurden 
1,77 cem 0,05 n HCl verbraucht. Die Korrektur fiir Trichloressigsiure wurde 
zu 1,31 cem 0,05 n HCl berechnet. Die durchschnittliche Korrektur fiir die 
Bindung der Trichloressigsiure an das Eiwei8 des Blutes ist gleich 0,16 cem 
0,05 n HCl. 


1 Tabulae Biologicae, Bd. ITI, 8. 394. W. Gank, Berlin 1926. 
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Nach Einrechnung dieser Korrekturen finden wir, daB die in 1,5 cem 
Blut enthaltenen organischen Sauren 1,77 — (1,31 — 0,16) = 0,62 ccm 
Pan 0,62 . 0,5 . 100 
0,05 n, die in 100ccm Blut enthaltenen also 3 = 20,7 ccm 
0,1 n Lésung aquivalent sind. 1 Liter Blut enthalt also 20,7 Milligramm- 
aquivalente organischer Saéuren. 


Nach Abzug der oben berechneten (3) Korrektur fiir Kreatin, Kreatinin 
und Aminosauren erhalten wir endgiiltig 18,03 cem n/10. 


Versuche. 


Zur anndihernden Bestimmung des Gehaltes des Bluts an organischen 
Sauren, wie er nach unserer Methode gefunden wird, untersuchten wir eine 
Anzahl Blutproben von Hunden und von nach Scharlach rekonvaleszenten 
Kindern. 


Tabelle I. 





Organische Siuren ; , 
in 100cem Blut Organische Saéuren 


ohne Korrektur auf | in 100 cem Blut mit 


Blut von Kreatinin, Kreatin Korrektur 
und Aminosiuren in cem n/10 
in ecem n/10 Lisung 
Lésung 
Hund 1 22.0 19,33 
ec 19,7 17,03 
Se 19,3 16,63 
4 21,7 19,03 
Pe | 19,0 16,33 
= 19,7 17,03 
a 17,3 14,63 
eee 25,3 22.63 
Durchschnitt : 20,5 17,83 
Kind 1 20,0 17,33 
a 18,4 15,73 
ae 16,7 14,03 
ra 18,0 15,33 
mre 17,7 13,63 
Durchschnitt : 18,34 15,21 


Die Durchschnittszahlen ohne Korrektur ergeben bei Umrechnung auf 
1,5 cem Blut beim Hunde 0,62 cem, beim Kinde 0,55 cem 0,05 n Lésung. 
Zur Bestimmung der Fehlergrenze unserer Methode wahlten wir deshalb 
eine Sauremenge von 0,60 ccm 0,05 n und verwandten essigsaures Natrium, 
das sich nach dieser Methode am besten titrieren laBt (99°, nach van Slyke 
und Palmer). 


In ein Reagenzglas von 50 ccm Inhalt wurden genau 2cem 0,05n 
Natriumacetat abgemessen und die Analyse, wie oben fiir Blut beschrieben, 
durchgefiihrt. 15 cem des zur Titration verwendeten Filtrats enthielten also 
0,60 cem 0,05 n Natriumacetat. 


Die Resultate einer Reihe solcher Bestimmungen waren: 
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Tabelle II. 





Analyse u “ee - * Fehler Fehler 
Nr. cem 0,05 n cem 0,05 n O/5 

1 0,57 — 0,03 — 5,0 

2 0,65 + 0.05 + 83 

3 6,62 + 0,02 + 3,3 

4 0,61 + 0,01 +17 

5 0,57 — 0,03 — 5.0 

6 0.57 — 0,03 — 5,0 

7 0,64 + 0,04 6,7 

8 0,65 4+- 0,05 +83 

9 0,62 + 0,02 + 33 

10 0,62 + 0,02 + $3 

11 0,63 + 0,03 + 5,0 

12 0,62 tL. 0,02 + 3.3; 

13 0,62 + 0,02 + 3,3 

14 0,63 + 0,08 + 5,0 
15 0,69 +0 LQ 

16 0,63 L. 0,03 + 5.0 

Durchschnitt : 0,615 + 0,03 45 


Die durchschnittliche Abweichung vom theoretischen Wert ist also 
0,03, die maximale 0,05, was 4,5°, und 8,3°, entspricht. 


Praktisch von Bedeutung ist der sogenannte mittlere Fehler der 
Beobachtung, d.h. die mittlere Abweichung vom Durchschnitt der ge- 
fundenen Werte (0,615). Er betragt auf Grund der gefundenen Mengen von 
essigsaurem Natrium 0,02, der maximale Fehler — 0,05, gleich 3,3 bzw. 
8.1%. Diese Abweichungen beruhen auf Titrationsfehlern; da diese un- 
abhaingig von der Menge der titrierten organischen Sauren sind, steigt der 
prozentuale Fehler mit deren Abnahme. 

Als Beispiel bringen wir die Resultate der Titration geringer Mengen von 
essigsaurem Natrium. 


Tabelle Ill. 





Zur Titration 


: sia Natriumacetat, ‘ehle aie 
Ne. Siumacerne | efunden soa Pehle 

eem 0,05 n cem 0,05n eem 0,05n lo 
1 0,41 — 0,04 — 88 
2 0,48 + 0,03 + 6,3 
8 0.45 0,40 — 0,05 — 11,1 
4 as 0,40 0,05 —11,1 
5 | | 0,40 — 0,05 — 11,1 
6 0,45 + 0 i Q 

Durchschnitt : 0,45 + 0,04 + 8,5 

1 0,27 — 0,03 — 10,0 
2 | 0.30 | 0,26 — 0,04 — 13,3 
3 | 4 | 0,29 — 0,01 — 33 
4 0,25 — 0,05 — 16,6 


Durchschnitt : 0,27 0,03 10.8 
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Wie aus diesen Bestimmungen hervorgeht, bleibt der absolute Fehler 
gleich, wahrend der prozentuale bedeutend wiichst. 

Bekanntlich bindet Eiwei8 in saurem Medium Saéuren. Wenn man 
jedoch die bedeutende Menge an Trichloressigsiure, die zur Ausfillung der 
EiweiBstoffe dient, mit der geringen Menge der im Blute enthaltenen organi- 
schen Sauren (5 cem 50°, iger Trichloressigsiure entsprechen etwa 150 ccm 
n/10, in 5cem Blut aber ist beilaéufig 1 cem n/10 organischer Saéuren ent- 
halten), sowie deren vielmals gr6Bere Dissoziationskonstante mit denen der 
organischen Sauren des Bluts vergleicht, darf man annehmen, da nur 
Trichloressigsiure an das EiweiB gebunden wird, nicht aber die organischen 
Sauren des Blutes!. 

Zur Kontrolle bestimmten wir die organischen Sauren im Blute nach 
Zugabe bestimmter Mengen von essigsaurem Natrium. 


Tabelle IV. 





; Organische Differenz 
_ Zugesetztes _ Siuren in Summe der | Organische 2ZWischen 
essigsaures Natrium | 1 5 ¢¢m Blut, gefundenen} Sturen in | der berech- 
auf je 1,5¢cem Blut bestimmt organischen|1,5cem Blut, neten und 


vor dem Stiurenund| gefunden | erhaltenen | Differenz 
| Zusatz von | des hinzu-| nach Zu- | 5umme or-) jn %/9 der 


Nr. essigsaurem) gefiigten | gabe von | ganischer berechneten 
Pay, Natrium _ essigsauren/essigsaurem Sauren nach} Summe 
ae jin°/oderor-|| “(ohne Natriums | Natrium | Zusatz von 
gy Pase ganischen |) Korrektur)| in cem in cem_ /essigsaurem)| 
0,05 n Sduren im | in cem 0.05 n | 0.05 n Natrium 
Blute || 0,05n_ | 
] ; eem 0,05 n 
1 0,60 88 0,68 1,28 1,28 +0 +0 
2 0,60 102 0,59 | 1,19 1,22 + 0,08 + 2,5 
3 0,45 76 0,59 1,04 1,07 + 0,03 + 2,9 
4 0,30 52 0,58 0,88 0,91 + 0,03 + 3,4 
5 0,30 52 0,58 0,88 0,91 + 0,03 + 3,4 
6 0,30 52 0,58 0,88 0,91 + 0,03 1. 3,4 
7 0,15 22 0,68 | 0,83 0,81 — 0,05 — 6,0 
8 0,15 22 0,68 | 0,83 0,81 — 0,02 — 24 
+] 0,08 11,8 0,68 0,76 0,73 — 0,03 — 3,9 
10 0,08 11,8 0,68 0,76 0,75 — 0,01 —1,3 


Die in Tabelle IV gebrachten Zahlen bestatigen unsere Vermutung, 
daB bei der Ausfallung des BluteiweiBes mit Trichloressigsiure die organi- 
schen Saéuren nicht mitgefallt werden. Wie aus den Zahlen hervorgeht, 
wird das dem Blute zugesetzte essigsaure Natrium mit dem gleichen abso- 
luten Fehler bestimmt, wie er oben (Tabelle II) fiir reine Lésungen des 
Salzes festgestellt war. 


1 EiweiB reagiert bei seinem isoelektrischen Punkt wie eine Base, 
der Verteilungskoeffizient einer Base zwischen zwei Siuren ist aber gleich 
der Quadratwurzel aus dem Verhialtnis der Dissoziationskonstanten und 
haingt nicht von der Natur der Base ab. 


‘Keo,coon _ /1,3.107 wi 
Ken, coon — 1,86. 10-5 


d. h. von der Base wird sich 84 mal so viel mit Trichloressigséure ver- 
binden wie mit Essigsiure [ Timoffejeff (7))}. 
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Die Zahlen der Tabelle IV zeigen auBerdem, daB Schwankungen im 
Gehalt des Bluts an organischen Saéuren um 11°, mit geniigender Genauig- 
keit bestimmt werden kénnen. 


Tabelle V gibt die Ergebnisse von Versuchen an zwei Hunden, denen 
6g CH,COONa.3H,0 oder die aquivalente Menge milchsaures Natrium 
in die Vene eingespritzt wurden. 


Tabelle V. 





Organische Séuren in 100eem Blut 


. vor der : nach 
Injiziertes Salz Injektion = nach nach nach nach 1 Std. 
des éutnels 7 Min 15 Min. | 30 Min. 1 Std und 
Salzes — 30 Min. 


ecm n/10 | cemn/10) cem n/10 | cem n/10 | cem n/10 | cem n/10 | cem n/10 


Essigsaures Natrium 24,3 51,0 40 33,3 32,3 29, 


Milchsaures Natrium 25,7 54,0 35,7 28,3 2 


Wir besitzen zurzeit noch kein ausreichendes Material iiber die Ande- 
rungen im Gehalt des Blutes an organischen Saéuren bei verschiedenen 
pathologischen Zustaénden. Unsere Untersuchungen in dieser Richtung 
werden fortgesetzt. 


Als Beispiel bringen wir einige Fille. 


Tabelle VI. 





Organische Sduren 
in 100cem Blut 


Nr. Charakter der Erkrankung ia 
ohne Korrektur mit Korrektur 
ecm n/10 ecm n 10 
1 Diabetes, sehr schwere Form, Kind, 12 Jahre 32,0 29,33 
2 Diabetes, Erwachsener, Zucker im Urin 
5%, Aceton . Pay eae ST gee 26,3 23,63 
3 Scharlach, Kind, 5 Jahre, Nephritis, 
Pe ee Se 20,0 - 17,83 
4 Dasselbe Kind, 23. Krankheitstag ... . 13,3 10,63 
5 Scharlach, Kind, 6 Jahre, Nephritis, 
20. Krankheitstag, ¢ — 39,39 ..... 27,7 25,03 
6 Dasselbe Kind, 39. Krankheitstag, t — 37,1°, 
Nephritis ed ee, ee re 20,7 18,03 
7 Diphtherie, Kind, 3. Krankheitstag, t= 39,8° 26,7 24,03 
8 Scharlach, Kind, Rekonvaleszent. . .. . 16,7 14,03 
9 Diphtherie, toxische Form, 12 jahr. Kind, 
4. Krankheitstag, t — 39,8°...... 19,3 16,63 
10 Dasselbe Kind, 8. Krankheitstag .... . 16.7 14,03 
11 Scharlach, 6jahr. Kind, 3. Krankheitstag, 
+ =a 17,7 15,03 
12 Scharlach, Nephritis, 7. Krankheitstag, 
Cee So 8 Ge NS es 20,7 18,03 
13 Scharlach, Beginn der Erkrankung. . . . 20,0 17,33 
14 Diphtherie, toxische Form, 5. Krankheitstag, 
t = 87,8° 17,7 15,03 
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Tabelle VI zeigt, daB die Menge der organischen Séuren groBen Ver- 
anderungen unterworfen ist. Gegen eine Norm von ungefiahr 16 steigt der 
Wert bei Diabetes bis 100°, an. Der Vergleich von Nr. 3 und 4, 5 und 6, 
9 und 10 ergibt, daB sich bei demselben Individuum die Menge organischer 
Saéuren um 33, 25 und 13° verdndert. Solche Schwankungen werden, 
wie aus Tabelle [V hervorgeht, mit Hilfe unserer Methode mit geniigender 
Genauigkeit festgestellt. 

Zum Schlu8B miissen wir darauf hinweisen, daB beim Stehen des Blutes 
die Menge der titrierbaren organischen Sauren stark ansteigt. Daher mu8 
das Blut sogleich nach Entnahme aus der Vene mit Trichloressigsaure 
gefallt werden. 

Wir bringen einige Beispiele. 


Tabelle VII. 





Organische Siéuren in 100cem Blut 





i : Unter- 
Nr. | der'Entnahne des | Daeb 2% stiindigem — schied 
Blutes aus der Vene Stehen in der Kalte 
in cem n/10 in cem n/10 
: 0 
0 
1 19,3 26,0 + 35 
2 19,7 24,0 1.99 
3 20,7 27,7 + 34 


Zusammenfassung. 


1. Mit einigen Modifikationen kann die Methode von van Slyke 
und Palmer zur Titration organischer Sauren im Harn zur Bestimmung 
organischer Séuren im Blute verwandt werden. 

2. Zur Fallung des BluteiweiBes zur Bestimmung der organischen 
Sauren im Filtrat erwies sich Trichloressigsiure als brauchbar. Organi- 
sche Saiuren werden bei der Fallung des EiweiBes mit Trichloressig- 
siure nicht mitgerissen (Tabelle IV). 

3. Bei der von uns ausgearbeiteten einfachen Methode zur direkten 
Bestimmung organischer Siuren im Blute durch Titration erfordert 
lediglich die Erkennung des Endpunktes der Titration einige Ubung. 

4. Der maximale Fehler unserer Methode iibersteigt nicht +- 10", 
der durchschnittliche Fehler betragt etwa + 5°,. 

5. Die Schwankungen im Gehalt des Blutes an organischen Sauren 
iibersteigen in manchen Fiillen, z. B. bei Diabetes, bei weitem 10°, 
(Tabelle VI). 

Literatur. 
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Untersuchungen iiber den Stickstoffumsatz in der Muskulatur 
kohlenhydratarmer Tiere. 


Von 


Emil Blittler. 


[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 

/ 

(Eingegangen am 28. Marz 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die chemischen Vorgange bei der Muskeltatigkeit sind in den 
letzten Jahren durch eine groBe Anzahl hervorragender Arbeiten, es 
seien nur diejenigen von A. V. Hill, Meyerhof und Embden erwahnt, 
weitgehend aufgeklart worden. Mehr und mehr hat sich auf Grund 
dieser Arbeiten die Uberzeugung befestigt, daB das wesentliche, chemi- 
sche Geschehen bei der Muskeltitigkeit sich an den Kohlenhydraten 
abspiele. Es schien der Abschlu6 einer Entwicklung erreicht, die schon 
in den klassischen Arbeiten der Voitschen und Zuntzschen Schule an- 
gebahnt wurde. Nur in der allerjiingsten Zeit hat sich wiederum eine 
gewisse Anderung insofern vorbereitet, als neuere Beobachtungen doch 
die Aufmerksamkeit auf die Beteiligung von anderen Stoffen neben 
den Kohlenhydraten an der Muskeltatigkeit lenken. 


Aber auch in der Alteren Literatur existiert eine Arbeit, welche 
gewissermaBen als ein unbeachteter Torso in die Unsumme von Arbeiten 
hineinragt, die in den letzten Jahrzehnten zur Frage der Chemie der 
Muskeltatigkeit gemacht worden sind. In dieser Arbeit berichtet Pfliiger', 
wie er einen groBen, sehr mageren Hund von etwa 30 kg Kérper- 
gewicht monatelang mit Fleisch der ausgesuchtesten Art, dessen Gehalt 
an Fett und Kohlenhydraten so gering als méglich war, fiitterte. Er 
lieB diesen Hund tagelang intensive Arbeit leisten, und die Berechnung 
ergab, daB die in der Muskeltatigkeit aufgetretene Energie nicht aus 
Kohlenhydraten oder Fetten gedeckt werden konnte. In der damaligen 
Zeit hatte man nun erwarten kénnen, wenn man sich auf den Stand- 


1 Piliiger, Arch. f. d. ges. Physiol. 50, 98, 1891; 96, 333, 1903. 
Biochemische Zeitschrift Band 221. 94 
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punkt stellte, daB stickstoffhaltige Substanz die Quelle der Energie- 
leistung sein kénnte, daB sich eine gesteigerte Stickstoffausscheidung 
vorfinden wiirde. Tatsichlich fand auch Pfliiger eine vermehrte Stick- 
stoffausscheidung. Aber — das ist wohl das Beobachtenswerte, worauf 
iibrigens Pfliger selbst hingewiesen hat —- die gesteigerte Stickstoff- 
ausscheidung entsprach durchaus nicht dem, was die Deckung des 
Arbeitsbedarfs erforderte. Pfliiger scheint hieraus den SchluB gezogen 
zu haben, daB die Art der Stickstoffausscheidung bei der Muskel- 
tatigkeit durchaus nicht den Beweis liefere, daB sich stickstoffhaltige 
Stoffe nicht an den chemischen Vorgaingen der Muskeltitigkeit be- 
teiligen. Die Anregungen, welche in dieser Pfliigerschen Arbeit liegen, 
sind nicht beachtet worden, wahrscheinlich deshalb nicht, weil man, 
entgegen Pfliiger, die Annahme machte, daf aus dem Eiweif der 
dargereichten Nahrung sich hinreichend Kohlenhydrate gebildet hatten, 
um auch in seinem Falle durch die Umsetzung die Energie fiir die 
Muskeltatigkeit zu liefern. Inwieweit diese Auslegung der Pfliigerschen 
Versuche richtig ist, laBt sich nicht mit Sicherheit entscheiden, nament- 
lich auch deshalb nicht, weil wir neuerdings, trotz der bewiesenen 
Entstehung von Zucker aus EiweiB und EiweiBbausteinen, doch anderer- 
seits wissen, daB beim normalen Tier die iberwiegende Ernahrung mit 
EiweiB oder EiweiBbausteinen ein hemmendes Moment fiir den Ansatz 
von Glykogen in der Leber bildet. 


Ein neuer Weg, die Frage nach der etwaigen Beteiligung stick- 
stoffhaltiger Stoffe an den chemischen Vorgingen der Muskeltatigkeit 
zu bearbeiten, ergab sich, nachdem im Berner Physiologischen Institut 
durch Takahashi! und Calvo-Criado? eine Methode ausgearbeitet worden 
war, welche Ratten praktisch kohlenhydratfrei zu machen erméglichte. 
Diese Methode gibt die Gewahr, daB sowohl die Leber, wie auch ins- 
besondere die Muskeln praktisch kohlenhydratfrei werden, und zwar in 
einem Umfange, wie es bei den bisherigen Methoden nicht médglich 
war, und dabei die Tiere, ohne erneut Kohlenhydrate anzusetzen, langere 
Zeit in einem Zustande von solchem Wohlbefinden erhalten werden 
konnten, daB an ihnen tiber langere Zeitperioden Untersuchungen an- 
gestellt werden kénnen. Schon vor 2'., Jahren sind eine Reihe von 
Untersuchungen itiber die chemischen Vorginge bei der Muskel- 
tatigkeit im Berner Physiologischen Institut von Calvo-Criado an- 
gestellt worden. Sie mu8ten aus auBeren Griinden abgebrochen werden. 
Ich folgte der Anregung von Prof. Asher, erneut eine Untersuchung 
iiber den Umsatz des Stickstoffs in den Muskeln von normalen und 
praktisch kohlenhydratfreien Ratten anzustellen. 


1 Takahashi, diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 
2 Calvo-Criado, ebendaselbst 164, 76, 1925. 
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Fiitterungsmethode, 


In erster Linie handelt es sich darum, Ratten kohlenhydratarm zu 
machen. Ich folgte dabei dem Verfahren von Takahashi und Calvo-Criado. 
Im Prinzip besteht die Methode darin, daB die Tiere 4 bis 6 Tage lang sorg- 
taltig kohlenhydratfrei gemac htes Fleisch, 2 bis 4 g Pepton- Witte und Schild- 
driisentabletten von Bourroughs Wellcomme & Cie. erhielten. Je nach 
dem Zustand der Ratten wurde nach 4 bis 6 Tagen das Pepton weggelassen 
und mit Fleisch- und Schilddriisenfiitterung fortgefahren. Dazu wurde 
einen Tag iiber den anderen Tag 0,05 g Phlorrhizin eingespritzt, nimlich 
leem einer Suspension von 1g _ pulverisiertem Phlorrhizin in 20 ccm 
feinstem Olivenél. Die Mehrzahl der Versuchstiere ertrug diese Be- 
handlungsweise sehr gut. Nur zwei von den Tieren erwiesen sich wenig 
arbeitsfahig. 


Arbeitsmethode. 


Um die Tiere arbeiten zu lassen, habe ich den von Mauerhbdjer? in seiner 
Arbeit iiber die Nebenniere beschriebenen Apparat angewandt. Derselbe 
besteht aus einer rotierenden Trommel, die durch einen Elektromotor 
in passende Umdrehungsgeschwindigkeit versetzt wird. Jedes Versuchstier 
wurde vor Beginn der Arbeit zum Laufen in diesem Apparat angelernt. 
Ich habe nur trainierte Tiere zu meinen Untersuchungen benutzt. Sie legten 
eine Wegstrecke von 2 bis 3 km zuriick. 


Chemische Methode. 


Dem Plane meiner Arbeit zu folgen, habe ich in der Muskulatur den 
Gesamtstickstoff und den Reststickstoff bestimmt. Nach der Schlachtung 
des Tieres wurden von dem fein zerhackten Fleisch etwa 6000 bis 10000 mg 
zu zwei bzw. vier Versuchen fiir die Extraktivstickstoffbestimmung und 
etwa 1000 bis 2000 mg zu zwei bis fiinf Versuchen fiir die Gesamtstickstoff- 
bestimmung genau abgewogen. Fiir die Reststickstoffbestimmung wurde 
der Stickstoff des Muskels durch kaltes Wasser ausgezogen, mehrmals 
filtriert, ausgepreBt und mit 3°, iger Trichloressigsiure das Filtrat eiweiBfrei 
gemacht. Nun wurde auf dem Wasserbad bis zu 25ccm eingedampft. 
Davon nahm ich je 10 ccm zu einer Reststickstoffbestimmung, die hierauf 
nach der Methode von Kjeldahi erfolgte. Vorgelegt wurde n/50 Schwefel- 
siure. Den Gesamtstickstoff bestimmte ich ebenfalls nach der Methode 
von Kjeldahl in der Form des Mikroverfahrens von Abderhalden. 


Untersucht habe ich: 


1. den Gesamtstickstoff- und Reststickstoffgehalt in der Muskulatur 
der normalen, ruhenden Tiere. 


2. den Gesamtstickstoff- und Reststickstoffgehalt in der Muskulatur 
normaler, arbeitender Tiere. 

3. den Gesamtstickstoff- und Reststickstoffgehalt der kohlenhydrat- 
frei gemachten, ruhenden Tiere. 

4. den Gesamtstickstoff- und Reststickstoffgehalt in der Muskulatur 
der kohlenhydratfrei gemachten, arbeitenden Tiere. 


1 Mauerhofer, Zeitschr. f. Biol. 74, 147, 1921. 


24* 
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Meinem Versuchsplan lag eine gewisse Arbeitshypothese zugrunde, 
nimlich die, daB méglicherweise beim kohlenhydratarmen Tiere ein 
anderer Stickstoffumsatz in der Muskulatur sich abspiele als beim 
normalen Tiere. Wegen dieser Arbeitshypothese erschien es mir wesent- 
lich, aus meinen Resultaten in jedem Versuch den Quotienten Rest- 
stickstoff zu Gesamtstickstoff zu berechnen. Dies tat ich, von der 
Annahme ausgehend, daf der zunidchst rein hypothetische —- daB er 
nicht rein hypothetisch ist, dafiir sprechen die neueren Arbeiten — 
Umsatz stickstoffhaltiger Substanz sich in einem geainderten Ver- 
haltnis zwischen Eiwei8 und anderen stickstoffhaltigen Stoffen aus- 
driicken kénnte. 


1. Der Gesamt- und Reststickstoffgehalt in der Muskulatur 
normaler Tiere. 

Ich begann meine Untersuchungen mit der Ermittlung des Ge- 
samtstickstoffs und Reststickstoffs normaler Ratten, welche mit der 
iiblichen gemischten Kost ernahrt wurden. Dieser Untersuchungsreihe 
lagen sechs Tiere zugrunde. Die Ergebnisse fiir den Gesamtstickstoff 
gebe ich in der nachfolgenden Tabelle an (I). Es ergibt sich ein durch- 
schnittlicher Wert von 3,418 °,, Gesamtstickstoff. In der mir zuging- 
lichen Literatur findet sich keine Angabe iiber den Stickstoffgehalt 
in der Rattenmuskulatur. Aber die Werte des Stickstoffs fiir das Fleisch 
von Tieren wie Rind, Kalb, Schwein, Pferd, Hund sind von ungefahr 
gleicher GréBe, wie der von mir fiir Ratten gefundene Wert. 


Tabelle I. 
Werte fiir den Gesamtstickstoff normaler Tiere, ohne Arbeit. 
Ro eae eee} 
2. . 3.466% 
3. . 3,412% 
4. . 3,3877% 
5. - 8,3384% 
6. - 3,461% 


Tabelle II. 


Werte fiir den Reststickstoff in der Muskulatur normaler Tiere, ohne Arbeit. 


Ry VRE bn 6 es 8 + 0 8» 3 Oe 
3. - ; Pema eree m= 5. 4 
3. ea rarer ernesy lt 
4. * eee lll 
5. a co der eee tee 
6. * PE a, 


Der Extraktivstickstoff der normalen Tiere ohne Arbeit betragt 
im Durchschnitt 0,3275 °/,, wie aus der vorstehenden Tabelle II hervor- 
geht. Nach meinen Versuchen betragt der Prozentgehalt des Rest- 
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stickstoffs verrechnet auf den Gesamtstickstoff bei den ruhenden 
normalen Tieren 9,58°,. Salkowski! gibt 12,52°,, Stickstoff aus 
Extraktivstickstoff auf 100 °,, Gesamtstickstoff an, wihrend Frenzel und 
Scheuer? 7,74 °., auf 100 °,, Gesamtstickstoff angeben. Bilde ich den 
Quotienten Reststickstoff zu Gesamtstickstoff, so ergibt sich bei den 
normalen Ratten ohne Arbeit, wie aus der nachfolgenden Tabelle ITI 
ersichtlich ist, ein Mittelwert von 0,0958. 


2, Der Gesamt- und Reststickstoffgehalt in der Muskulatur normaler Tiere, 
mit Arbeit. 


In dieser Reihe lieB ich die Ratten 2! bis 3 Stunden in dem 
Mauerhoferschen Apparat arbeiten. Die Arbeit wurde fortgesetzt bis 
zur ersten, deutlich sichtbaren Ermiidung, nicht aber bis zu einer 
ersché6pfenden Ermiidung, denn es lag mir daran, ausschlieBlich eine 
intensive, als physiologisch zu bezeichnende Arbeit, ohne Erschépfung 
zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der nach- 
folgenden Tabelle IV niedergelegt. Es zeigt sich ein Durchschnittswert 
von 3,356 °,, fir den Gesamtstickstoff, demnach eine kleine Verminderung 
gegeniiber dem ruhenden Tiere. 


Tabelle ITI. 


Quotienten Reststickstoff zu Gesamtstickstoff bei normalen Tieren, 
ohne Arbeit. 


gee ee ear 
2. - A ee ee 
3. res a we ae ee se 
4. 0,0976 
5. 0.0975 
6. 0,0938 


Tabelle IV. 


Werte fiir den Gesamtstickstoff normaler arbeitender Tiere. 


Oe ee eer © a, 
3. 3,214% 
3. 3,050°, 
4, 3,556, 
5. on 3,612% 


Mittelwert: 3,356°;. 


1 Salkowski, Zentralbl. f. d. med. Wiss. 1894. 
2 Frenzel und Scheuer, Arch. f. Anatomie u. Physiol. 1902, S. 282. 





364 FE. Blattler: 


Tabelle V. 


Werte fiir den Reststickstoff normaler arbeitender Tiere. 


R. VeEROmOnONIE 66. es sw tw ss OE 
2. SS eo ae are eee ew | 
3. eo ee a eee 
4. a ee ee ee 
5. is abd, ey, ee 


Mittelwert: 0,3559°>. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen des Rest- oder Extraktiv- 
stickstoffs in der Muskulatur der arbeitenden normalen Tiere bringe 
ich in Tabelle V. Der Durchschnittswert dieser Reihe ergibt 0,3559°,,. 
Wie der Gesamtstickstoff gegeniiber dem ruhenden Tiere etwas ver- 
mindert, so ist auch der Reststickstoff gegeniiber dem ruhenden Tiere 
etwas vermehrt. Dieses driickt sich sehr deutlich in dem Quotienten 
Reststickstoff zu Gesamtstickstoff aus, welcher, wie aus der Tabelle VI 
ersichtlich ist, im Durchschnitt 0,106 betragt. 


Sehr deutlich geht der Sachverhalt aus der graphischen Dar- 
stellung, wie ich ihn in den nachfolgenden Abb, 1 und 2 bringe, hervor. 
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Abb. 2. 


Die Tatsache, daB der Extraktivstoff bei der Muskeltatigkeit ein 
wenig erhéht ist, ist nicht neu und findet sich mehrfach schon in der 
alteren Literatur. Nachdem ich hinreichende Erfahrung tiber das 
Verhalten von Normaltieren gewonnen hatte, ging ich zur Untersuchung 
der kohlenhydratarm gemachten Tiere iiber. 
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3. Der Gesamt- und Reststickstoffgehalt in der Muskulatur kohlenhydratarmer 
Tiere, ohne Arbeit. 

Ich habe an sieben Tieren den Gesamt- und Reststickstoff in der 
ruhenden Muskulatur untersucht. Die aus dieser Versuchsreihe stammen- 
den Resultate vereinigte ich in Tabelle VII. Aus derselben ergibt sich, 
da der Gesamtstickstoff einen durchschnittlichen Wert von 3,673°,, 
der Reststickstoff einen solchen von 0,350°, erreicht. Beide Werte 
sind etwas héher als die Werte bei den Normaltieren. Ich glaube 
nicht, daB es sich hierbei um eine wesentliche Verschiebung des 
Chemismus in der ruhenden Muskulatur handelt. Vielmehr liegt ver- 
mutlich dem Unterschied ein geringerer Wassergehalt der Muskulatur 
zugrunde, der durch das Ernihrungsregime hervorgerufen wird, welches 
erforderlich ist, um die Ratten praktisch kohlenhydratfrei zu machen. 
Diese Auffassung erscheint mir auch gestiitzt durch die Ergebnisse 
der Berechnung des Quotienter: Reststickstoff zu Gesamtstickstoff, 
die ich in Tabelle VIII wieder bringe. Es zeigt sich, daB der Wert 
im Durchschnitt 0,9955 betrigt. Es verhalt sich in dieser Versuchs- 
reihe der Gesamtstickstoff zum Extraktivstickstoff wie 100: 9,35. 


Tabelle VI. 
Quotienten Reststickstoff zu Gesamtstickstoff bei normalen Tieren, 
mit Arbeit. 


;. PONE Sn eee oe OF 
3. es ee a eee FW 
3. 0,113 
4. 9 0,106 
5. 2 0,100 


Mittelwert: 0,106. 
Tabelle VII. 
Werte fiir den Gesamtstickstoff kohlenhydratarmer Tiere, ohne Arbeit. 


ge a er > | 
2. BS Rea eee ee oe ee ce 
3. “ Kabep yc erties sae 
4. iM Tee, 
5. - Sod cei et an. n/c, nn 
6. i a eae ae le 
a EA ‘ o 2 « Oem 


Mittelwert: 3,673°,. 


Werte fiir den Reststickstoff kohlenhydratarmer Tiere, ohne Arbeit. 


lL, Veueeeee i St ee ON 
2. ‘i ee eg 44s 
3. - bps Dets + i 
4. ‘ 0,3378% 
5. 0,3524%, 
6. : 0,3582%, 
7. . 0,3509% 


Mittelwert: 0,3505°%. 
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4. Der Gesamt- und Reststickstoffigehalt in der Muskulatur kohlenhydratarmer 
Tiere, mit Arbeit. 


Ich verfiige tiber fiinf gelungene Versuche, in denen die praktisch 
kohlenhydratfreien Tiere Muskeltatigkeit ausiibten. Im Unterschied zu 
den Normaltieren traten die ersten Symptome der Ermiidung nach 
durchschnittlich 11/, Stunde ein. Diese Tatsache ist an und fiir sich 
von Interesse, denn sie zeigt, daB die kohlenhydratarmen Tiere weniger 
leistungsfihig sind als die kohlenhydratreichen. Ob freilich die ver- 
minderte Leistungsfahigkeit auf der Kohlenhydratarmut als solcher be- 
ruht, kann nicht aus diesen Ergebnissen mit Sicherheit erschlossen 
werden. Es sind andere Méglichkeiten zur Erklarung vorhanden, z. B. 
daB andauernde Behandlung mit Schilddriise und Phlorrhizininjektion 
einen Zustand verminderter Leistungsfihigkeit der Tiere herbeifiihrt, der 
auf anderen Ursachen beruht, als auf dem bloBen Mangel an Kohlen- 
hydraten. Die wesentlichen Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I X 
aufgezeichnet. Es zeigt sich, dab der Gesamtstickstoff im Mittelwert 
3,742 °, der Extraktivstickstoff 0,3447°,, betragt. Vergleicht man 
diese Werte mit denen beim Normaltier erhaltenen, so ergibt sich, 
daB der Gesamtstickstoff vermehrt, der Reststickstoff aber vermindert 
ist. Diese inversen Verhaltnisse schlieBen aus, daB der Unterschied 
nur auf einem verminderten Wassergehalt beruhen kann. Der in den 
genannten Zahlenwerten befindliche Unterschied geht auch aus der 
Betrachtung des Quotienten Reststickstoff zu Gesamtstickstoff hervor. 
Die erhaltenen Quotienten bringe ich in Tabelle X. Als Mittelwert 
findet sich ein Quotient von 0,0946 vor. Der von mir gefundene Unter- 
schied zwischen den Normal- und kohlenhydratfreien Tieren ist auch 
deutlich erkennbar aus der graphischen Darstellung, Abb. 3 und 4. 
Das bemerkenswerteste Resultat dieser Untersuchung ist jedenfalls die 
Tatsache, daB beim arbeitenden, kohlenhydratfreien Tiere relativ zum 
Gesamtstickstoff der Reststickstoff kleiner wird. Obgleich die Unter- 
schiede gegeniiber den Normaltieren absolut genommen nicht sehr groB 
sind, diirfen sie nicht auBer acht gelassen werden, denn sie finden 
sich ausnahmslos in allen Versuchsreihen. Die Deutung der von mir 
gefundenen Tatsache ist keine leichte. Ich verhehle mir keineswegs, 
daB eine zutreffende Deutung erst dann mit Sicherheit méglich sein 
wird, wenn, was erfolgen soll, die Untersuchung auf bestimmte N-haltige 
Stoffe ausgedehnt wird. In dieser Phase ist es daher nur erlaubt, 
einige Vermutungen zur Diskussion zu stellen. Eine negative Aussage 
1aBt sich machen, namlich die, daB keine gesteigerte Umsetzung von 
hoch komplizierten stickstoffhaltigen Stoffen zu niedrigen stickstoff- 
haltigen Produkten vorliegt. Eher laBt sich das Gegenteil behaupten. 
Es gewinnt den Anschein, als ob bei nicht ermiidender, aber in- 
tensiver Tatigkeit kohlenhydratarmer Tiere die Riickverwandlung von 
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kleinmolekularen stickstoffhaltigen Stoffen zu hochmolekularen stick- 
stoffhaltigen Kérpern eher begiinstigt sei. An diese Arbeitshypothese 
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kniipfen. Sicher scheint mir nur, da tatsachiich ein Unterschied 
im Stickstoffwechsel der Muskeln arbeitender normaler und arbeitender 
kohlenhydratarmer Tiere besteht. 


Tabelle VIII. Quotienten Reststickstoff zu Gesamtatickstoff bei kohlen- 
hydratarmen Tieren, ohne Arbeit. 


1. Versuchstier. .... ee . . 0,0952 
2. - gee ctien Male ek 5 . 0,0923 
3. ore SAE eae SEE RY CR 
4. = Fe eae al Salt tee de Ras 7 a) ne 
5. oe aT ee ae a ae oe ee ll 
6. a ee a, 
a a as tae ee ee oe 0,0923 
Mittelwert: 0,0955. 


Tabelle IX. Werte fiir den Gesamtstickstoff kohlenhydratarmer Tiere, 
mit Arbeit. 


Re WI Sore elke gc a ey 
3. a i Se eee le 
3. es coat eee be 
4. o Tae eae ee le 
5. » 3,794% 


Mittelwert: 3,742%. 
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Werte fiir den Reststickstoff kohlenhydratarmer Tiere, mit Arbeit. 


[ Pereetie. 64 i SAN Ss. Ea 
2. = Lee ees 
3. “ pees ae ae eee 
4. Pe an a eae 
5 . 0,358% 


Mittelwert: 0,3447°,. 


Tabelle X. Quotienten Reststickstoff zu Gesamtstickstoff kohlenhydrat- 
armer Tiere, mit Arbeit. 


i; eee Ss 5 0 6 we wa <a 3 
2. a i ee eee ls aa . 90,0988 
3. oa piceclawrapsco oon ik: getter 
4 “ . 00,0900 
5 . 0,0943 


” 


Mittelwert: 0,0946. 
Zusammengefapt ist der Inhalt meiner Arbeit wie folgt: 


1. Es wurde an den Muskeln normal gefiitterter Ratten das Ver- 
haltnis von Extraktivstickstoff zu Gesamtstickstoff bestimmt. Dasselbe 
betragt 0,0958. 

2. Das gleiche wurde bei praktisch kohlenhydratfrei gemachten 
Ratten ermittelt. Der Quotient betraigt 0,0955; also kein wesentlicher 
Unterschied. 

3. Es wurden dieselben Werte bei intensiver, aber nicht er- 
schépfender Arbeit der Normal- und kohlenhydratfreien Ratten be- 
bestimmt. Hierbei ergab sich ein Quotientenunterschied, indem bei 
den kohlenhydratfreien Ratten das Verhaltnis Reststickstoff zu Gesamt- 
stickstoff kleiner war. 

4. Diese Tatsache weist auf einen Unterschied im Stickstoffwechsel 
normaler und kohlenhydratarmer, arbeitender Muskeln hin. Es wird 
die Hypothese aufgestellt, daB die Riickumwandlung von extraktiv- 
stickstoffhaltigen Kérpern zu héheren stickstoffhaltigen K6rpern bei 
nicht erschépfender, aber intensiver Arbeit am kohlenhydratarmen 
Tiere begiinstigt ist. 

Protokolle. 
I. Normaltiere. 
2. Tiere, ohne Arbeit. 


1. Rattz. A. Reststickstoffbestimmung. 


1. 5258 mg Muskel. Vorgelegt 40 ccm 
n/50 H,SO, 18,5cem H,SO, sind 
an NH, gebunden, also: 
18,5 cem . 0,0002802 = 0,005464 . . . 0,330 % 
18,5 ccm H,SO, an NH, gebunden . . 0,3305% 
L jee ose 
0,3203% 


to 
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Stickstoffumsatz in der Muskulatur kohlenhydratarmer Tiere. 


2. Ratte. 


3. Ratte. 


4. Ratte. 


5. Ratte. 


Poe to 


_ 


we bo 


bo 


nm go to 


~ 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


ee ae ee aera "i. x 


ee rng eG a. a lg vy, ya 
le a A, 


TLS Sore he Ek Sk xe 


A. Reststickstoffbestimmung. 


SEAS SA eee 


0,3471°, 


5. ee ee Se eee eee 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


Es ia: ae trl Bh oe aoe oe ee 


SR ee 2 eee 


Ce gs a Se gg pe ao 


| 


A. Reststickstoffbestimmung. 


S| Sane er ee ll 


0,3215%, 


of. ae a a ene a ny 


0,3256%,, 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


oo Oe ae ee ee mee = |e 
‘oO RS ae ee ee ee ee 


A. Reststickstoffbestimmung. 


a <6 So aoe 8 6 6 ce re 


0,3224%,, 


. See a ee a aes ~ 


0,3334°,, 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


SO) A ee re ee, 


Sa es 
era ese ee 
| TEE EEE 
ates a et 8S ie ee 


A. Reststickstoffbestimmung. 


Mo ee eee 


0,3301°,, 


pn Sas: Seer a 3, 


0,3212% 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


Sf RNS ee 
4 eae pit ; - « « Se 
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6. Ratte. 


1. Ratte. 


2. Ratte. 


3. Ratte. 


E. Blattler: 


A. Reststickstoffbestimmung. 


Dar NE a aan se < py 0,3290% 
EE fogs ak Ge ek ete ie on cw ds le 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
SS eae ee eee Sf 
SE ae Ce Vee — 


te 


2. Tiere, mit Arbeit. 
2 Stunden Arbeit im Radapparat. 
A. Reststickstoffbestimmung. 
Te ea ee ee ee eer 
0.325% 
[ne ... NE eer 
0.349% 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
Pee a eae US 
NS 5 as oe, okra ek 4 ee ae 
SRE SON ee tee 2 


2 und 3, Stunden Arbeit. 


A. Reststickstoffbestimmung. 

0 eee ee ee ee 
0,357 ° 

OS a a eee. =k 
0,341 % 


/O 


0 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
Pe eS re a er fo 
8 RA ee eae oe Pore oS ws 6 


2 Stunden 45 Minuten Arbeit. 


A. Reststickstoffbestimmung. 
Rs we 6. sat atte aligaa « s 9°65) ewe 
0,377% 
Di ee ae Se eae oo ok ee 8 ef 
0,373 % 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


we) eee fA 
_, SE CREAR Se REIS oer lw. 
Ne at a eee ar ears | 
ah oo Oks a ae es 1S: le a we 


PPPS 








1. fi 


2. Rea 








4. Ratte. 


Stickstoffumsatz in der Muskulatur kohlenhydratarmer 
3 Stunden Arbeit. 
A. Reststickstoffbestimmung. 

i oo os es ar es e+ ee oe 
0,360 

2. 5372 0,3651°, 
0,3737% 

B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
1. 495 me. 3,679°, 
2. 545 ,, 3,547 


5. Ratte. 


1. Ra.te. 


2. Ratte. 








3 Stunden Arbeit. 


A. Reststickstoffbestimmung. 


SS , SP rea ee eS lll 
0,3634°, 
2. 4245 0,352 % 
0,363 % 
B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
6 ae ee ee ee a ee kf 
2. 903 ,, 3,27 % 
Ii. Kohlenhydratarme Tiere. 
1. Tiere, ohne Arbeit. 
A. Reststickstoffbestimmung. 
[EN oS els, .o eae «oe a) ee 
0,3565% 
2. 4765 ., 0,3528% 
0,3528%% 
B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
ae ee ee ae ee x S 
2. 950 ,, 3,687 °, 
A. Reststickstoffbestimmung. 
i" | it eer § lS 
0,3469°, 
2.. 3700 ,, 0,3534°, 
0,3666°%, 
B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
OR eee ly 
2. 590 ,, 3,870°, 
3. 565 ,, 3,720% 


Tiere. 
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3. Ratte. 


4. Ratte. 


5. Ratte. 


6. Ratte. 


7. Ratte. 


E. Blattler: 


A. Reststickstoffbestimmung. 


~ | pe ei ee, |. 


0,3528% 


4 Se eee 


0,3441% 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


.. Joa re ce re ae ae rere fo 


2. 595 3,704, 
A. Reststickstoffbestimmung. 
ee ea er re A 

0,3319°%, 
ee ee a ee 
0,3407°,, 

B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
aed ee ae ees lf 
“Gr ee ere 


w~ 


bo 


yo to 


RE eras et a a eo 


A. Reststickstoffbestimmung. 


S  - soe eon ee eee, 


0,3523%, 


ee ee ee 


0,354 % 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


SO ES ae ee ae eee lh 
y eS arr 
Sena 8 =| 


A. Reststickstoffbestimmung. 


‘_ ea eee le 


RVR O 
0,3528% 


PE cde Soe SW ok wl a ee ee Lk oe ee 


0,3704%, 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


ee eee eee ee Fl 


Eee, 
Ee a ee 


A. Reststickstoffbestimmung. 

nok GS ee ee ee os eS ee 
0,3486% 
SRS aan ¢ Benn eae ore eran a . « 0,3520% 
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Stickstoffumsatz in der Muskulatur kohlenhydratarmer Tiere. 


1. Ratte. 


2. Ratte. 


3. Ratte. 


4. Ratte. 


yp} 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
Ca a ee 
Te eee oe ee ee eee: 


2. Tiere, mit Arbeit. 
4 Stunde Arbeit. 


A. Reststickstoffbestimmung. 


S !.l|l ee eee ll 


0,3688°, 

Oe a 6 a Sain «we eS eS SC Se Eee 
B. Gesamtstickstoffbestimmung. 

Se 0 Sera a i ea ee eee"  k. 

ee es £4 se ee wt oe * ee 


~ 


et ee ae a en ee 


1 Stunde Arbeit. 


A. Reststickstoffbestimmung. 


( ne 


0,3701°. 


S. eee ae se eee ee ee eee! le 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


—  . See ht. i ae ee eee |S 
Se ee ee eee eee a ere ee 


of ee ee ee eer lo 


1'/, Stunde Arbeit. 


A. Reststickstoffbestimmung. 


S.C ee eer er | 8 
0,3350°, 
ne Se en a ee a rere 


0,3340% 


B. Gesamtstickstoffbestimmung. 


. . ee a ee ae ee 


Pia Se es Oe SO wr OP 
ee ss ee ee a ee ee ee 


]'/, Stunde Arbeit. 


—_— . aor pe ee a lf 


A. Reststickstoffbestimmung. 


o 


0,3415% 


Sf Ee a 


0,3482%% 
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374 FE. Blattler: Stickstoffumsatz in der Muskulatur usw. 


B. Gesamtst ickstoffbestimmung. 


1. 408 mg. 3.846°, 
2. 560 3,753% 
3. 550 3.820%, 
5. Ratte. 3, Stunden Arbeit. 
A. Reststickstoffbestimmung. 
1. 4064 mg 0,3584°% 
0.3584, 
2. 4015 ,, 0,3559°, 
0,3576% 
B. Gesamtstickstoffbestimmung. 
1. 528 meg. 3,768% 
2. 506 ,, 3.820% 
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Verfahren zum raschen, verlustfreien Eindampfen geléster 
Substanzen in rdhrenformigen Gefiben. 


Von 
H. Rossenbeck. 


(Aus der Universitats-Frauenklinik in GieBen.) 
(Eingegangen am 28. Mdrz 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Exaktheit der Resultate beim Arbeiten mit mikro-analytischen 
Methoden, speziell aus dem Gebiet der quantitativen mikrochemischen 
lonenanalyse, hangt weitgehend von der Einhaltung ganz bestimmter 
Konzentrationsbedingungen ab, die speziell bei den mit dem Prinzip 
der Niederschlagsfallung arbeitenden Methoden genau eingehalten werden 
miissen, wenn man verlaBliche Resultate erzielen will. 


Zu diesem Zwecke ist es hiufig erforderlich, nach dem Einpipettieren 
der Einzelanalyse in das ReaktionsgefaB, als welche zumeist zu einer Spitze 
ausgezogene Zentrifugierglaser benutzt werden, vor dem Anstellen der 
Fallungsreaktion eine Volumenverminderung oder gar ein Eindampfen 
zur Trockne vorzunehmen. Fiir andere Reaktionen stellt das Vorliegen 
der Asche nach dem Auffiillen im MeBkolben in salzsaurer Lésung 
ein ungiinstiges Reaktionsmilieu dar, so daB auch hier zunachst zur Trockne 
eingedampft und hernach die Asche wieder mit einem vorgéschriebenen 
Quantum Wasser aufgenommen werden mu. In einer weiteren Gruppe 
von Fallen muB der Fallung des gesuchten Ions eine Eliminierung anderer 
stérender Ionen voraufgeschickt werden, wodurch wiederum eine zumeist 
unliebsame Volumenvermehrung der Analyse entsteht. In all den an- 
gefiihrten Fallen, deren Zahl durch weitere Beispiele aus der mikro- 
analytischen Technik sich noch beliebig vermehren lieBe, ist es erforderlich, 
vor Ausfiihrung der eigentlichen, fiir die betreffende Analyse charakteristi 
schen Reaktion eine Volumenverminderung der Aschenlésung herbei- 
zufiihren oder sie zur Trockne einzudampfen. Beides laBt sich prinzipiell 
durch Erhéhung der Temperatur der einzudampfenden Lésung bis zu ihrem 
Siedepunkt oder durch Anwendung eines entsprechenden Vakuums_ in 
zweckmaBiger Anordnung erreichen. In beiden Fallen ist jedoch haufig 
mit einem Substanzverlust zu rechnen, da mit zunehmender Konzentration 
der Lésung ein ,,StoBen‘t durch Siedeverzug eintreten kann, besonders 
dann, wenn die EindampfgefaiBe nicht in allen Teilen den gleichen Quer 
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schnitt haben, sondern sich z. B. nach unten zu konisch verjiingen, wie 
es bei den fiir die quantitative mikrochemische Analyse haiutfig verwendeten 


Zeutrifugierglasern der Fall ist. Dieser Substanzverlust stellt aber eine 
erhebliche Fehlerquelle dar, deren GréBenordnung praktisch nicht fest- 
stellbar ist. Speziell beim Eindampfen ,,von Hand‘ iiber der offenen 


Flamme ist mit einem Substanzverlust durch StoBen der eingeengten 
Lésung besonders haufig zu rechnen. Um zu entscheiden, ob die hier in 
Frage kommende Fehlerquelle durch entsprechende Aufmerksamkeit 
auszuschalten sei, gingen wir so vor, daB wir von einer NaCl-Lésung von 
bekanntem Gehalt zehn Parallelbestimmungen fiir die Na-Bestimmung 
nach Miller ansetzten. Die Modellanalysen wurden zunachst von Hand 
iiber kleiner Flamme eingedampft und von diesen fiir die weitere Ver- 
arbeitung von vornherein drei ausgeschieden, bei denen durch die Beob- 
achtung ein Substanzverlust infolge StoBens festgestellt worden war. Von 
den iibrigbleibenden sieben Bestimmungen ergaben nur drei (!) den 
theoretisch verlangten Wert. Damit war festgestellt, daB auch ohne sicht- 
bares Verspritzen von Teilen der Aschenl6sung gleichwohl ein Substanz- 
verlust eintreten kann, was naturgemaB beim Arbeiten mit unbekanntem 
Material zu uniibersehbaren Fehlresultaten Veranlassung geben kann. 


Bei der Suche nach einem Eindampfverfahren, das diese Fehler- 
quelle vermeidet, muBten deshalb von vornherein diejenigen ausscheiden, 
die mit einer Erhitzung der einzudampfenden Lésung bis zu deren Siede- 
punkt arbeiten. Nun lat sich erfahrungsgemaf die Geschwindigkeit 
der Verdunstung, die jede Flissigkeit auch bei Zimmertemperatur 
erleidet, steigern, wenn die iiber dem Fliissigkeitsspiegel ruhende Dampf- 
schicht durch Luftbewegung beschleunigt abtransportiert wird. Da 
nun jeder Fliissigkeit fiir jede Temperatur eine bestimmte Dampf- 
spannung zukommt, die mit steigender Temperatur wachst, so war 
zu erwarten, daB der angefiihrte Verdunstungseffekt sich besonders 
giinstig wiirde gestalten lassen, wenn die einzudampfende Lésung bis 
nahe an ihren Siedepunkt erhitzt und die iiber dem Fliissigkeitsspiegel 
sich bildende Dampfschicht durch Luftstrémung beschleunigt ab- 
transportiert wurde. 

FuBend auf diesen physikalischen GesetzmaBigkeiten entstand 
zunachst folgende Behelfsvorrichtung (vgl. Abb. 1): In ein Wasserbad 
mit konstantem Niveau wurde eine aus Glasrohr gefertigte Heiz- 
schlange gelegt, deren freie Enden senkrecht aus dem Wasserbade 
herausragten. Durch die Heizschlange wurde ein aus einem Wasser- 
strahlgeblise entnommener Luftstrom gefiihrt, der zwecks Vortrocknung 
durch eine vorgeschaltete Waschflasche mit konzentrierter Schwefel- 
siure hindurchgeleitet wurde. Vor der Einleitung in das mit der ein- 
zudampfenden Lésung beschickte und in das Wasserbad eintauchende 
Zentrifugierrohr wurde der Luftstrom durch ein als Heizdiise dienendes 
weiteres Glasrohr geleitet, das mit Glaswolle gefiillt war und durch 
einen Mikrobrenner erhitzt wurde. Unter gleichzeitigem gelinden Sieden 
des Wasserbades vollzog sich die Eindampfung vollkommen automatisch 
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. 


ohne jegliche Beaufsichtigung und ohne Substanzverlust 


in relativ 
kurzer Zeit bis zur Trockne. 


Die angestellten Kontrollanalysen mit 
Losungen von bekanntem Gehalt (NaCl-Lésung, Na-Bestimmung nach 
Miiller) ergaben 100°, richtige Resultate. 


























Abb. 1 


Um die beschriebene Behelfsapparatur fiir die gleichzeitige Ein- 
dampfung einer gréBeren Zahl von Analysen auszubauen, lieBen wir 
uns von der Firma A. Pfeiffer in Wetzlar einen Apparat! bauen, der 
die gleichzeitige Eindampfung von 20 Analysen gestattet und, wie ein 
Blick auf die beigefiigten Konstruktionszeichnungen (s. Abb. 2 und 3) 














' —D. R.-P. angemeldet. 
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zeigt, die Bauart unserer Behelfsapparatur in technischer Vervoll- 
kommnung wiedergibt. Selbstverstandlich laBt sich die Apparatur in 
jeder beliebigen GréBe herstellen. 

In ein allseitig geschlossenes, aus Messing hergestelltes, kasten- 
férmiges Olbad (s. Abb. 2, 3 und 4), das nach auBen durch Asbest- 
platten abgedeckt ist, sind von der oberen Platte, fest mit ihr ver- 
bunden, 20 Messinghiilsen eingelassen, die in ihrer Form den von uns 
verwendeten Zentrifugenglisern nachgebildet sind. Bei Verwendung 
von kleiner dimensionierten Zentrifugenglasern kann der Querschnitt 
dieser Einsatze zur besseren Warmeiibertragung durch zweckmabige 
Messingeinsatze verringert werden. Das Heizbad, das sowohl fiir elek- 








Abb. 4. 


trische wie fiir Gasbeheizung eingerichtet werden kann, dient dazu, 
die einzudampfende Fliissigkeit auf einer konstanten, in jedem Falle 
dicht unterhalb ihres Siedepunktes gelegenen Temperatur zu erhaiten: 
zu diesem Zweck ist das Heizbad mit entsprechenden Regulier- 
vorrichtungen versehen. Durch das Heizbad wird auch der Luft- oder 
Gasstrom zwecks Vorwirmung hindurchgeleitet (Zuleitung bei LD. 
s. Abb. 2 und 3). Die Erwarmung des als ,,Blasluft*’ dienenden Luft- 
oder Gasstroms auf die gewiinschte Temperatur, die je nach der Substanz, 
die zur Trockne eingedampft werden soll, unbeschadet der Exaktheit 
der Arbeitsweise getrost iiber dem Siedepunkt der einzudampfenden 
Fliissigkeit liegen kann, erfolgt in einer eigens konstruierten Heizdiise 
(s. Abb. 2, £), die ebenso wie das Olbad selbst fiir die Beheizung mit 
Gas oder Elektrizitaét eingerichtet werden kann und zwischen die 
Vorwirmeleitung D und das auf dem Heizbad liegende Verteilerrohr F 
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eingeschaltet ist. Auch die Temperatur der ,,Blasluft’ laBt sich durch 
entsprechende Reguliervorrichtungen auf konstanter Hoéhe erhalten, 
unabhangig von der Temperatur des Heizbades. Aus dem Verteiler- 
rohr F gelangt die Blasluft in die Stutzen G, von wo aus sie durch 
die Ausstrémdiisen 7 auf die Oberflache der in den EindampfgefaBen 
befindlichen Fliissigkeiten ausstr6mt. Die Ausstr6mdiisen H sind auf 
den Stutzen G drehbar und in ihrer Héhe ~~ nach Art von ,,Posaunen™ 
verstellbar angeordnet. Im _ Interesse der analytischen Sauberkeit 
wurde lediglich der auf den Stutzen G verschiebbare aufsteigende 
Schenkel der Ausstrémdiisen aus Messing, der absteigende, in die 
AnalysengefiBe hineinragende Teil dagegen aus Glas gefertigt. Heizbad 
und Verteilerrohr sind zur genauen Temperaturkontrolle mit je einem 
Thermometer versehen. 

Das Prinzip des Verfahrens beruht darauf, daB die Oberfliche 
der einzudampfenden Fliissigkeit in standiger Bewegung gehalten und 
den bereits in Dampfform iibergegangenen Teilen der Fliissigkeit eine 
wirbelstromartige, nach oben gerichtete Bewegung erteilt wird. Es 
kann sich also auf der Oberflache der Fliissigkeit keine hautartige 
Schicht bilden, die eine weitere Eindampfung verhindert oder doch 
erschwert. Immer wechselnde Teile der Fliissigkeit gelangen vielmehr 
an die Oberflache. Die bestandige Bewegung des Fliissigkeitsspiegels 
sowie die wirbelstromartige Bewegung der bereits in Dampfform iiber- 
gegangenen Teile der Fliissigkeit wird dadurch erreicht, daB in die 
KindampfgefaBe von oben her ein Luft- oder Gasstrom (fiir leicht 
oxydable Substanzen kann z. B. Stickstoff verwendet werden) senk- 
recht auf den Fliissigkeitsspiegel unter maBigem Druck eingeleitet wird. 


ei konstantem oder mit zunehmender Verdampfung abnehmendem 


Flacheninhalt des Fliissigkeitsspiegels wie es bei den konisch sich 
verjiingenden Zentrifugierglisern der Fall ist hangt die Eindampf- 


geschwindigkeit einer bestimmten Fliissigkeitsmenge in erster Linie von 
dem auf dem Fliissigkeitsspiegel lastenden Dampfdruck ab. Dieser 
wird aber auf einem konstant niedrigen Wert gehalten dadurch, dab 
den in Dampfform iibergegangenen Teilen der Fliissigkeit eine nach 
oben gerichtete wirbelstromartige Bewegung erteilt wird: somit wird 
der Ubergang stets neuer Fliissigkeitsteile in Dampfform erleichtert, 
also die Eindampfgeschwindigkeit erhdéht. 

Praktisch gestaltet sich die Handhabung des Apparates in der 
Weise, da man die Erwirmung des Heizbades, die je nach der ver- 
wendeten Warmequelle kiirzere oder langere Zeit in Anspruch nimmt, 
bereits vor sich gehen laBt, bevor man ihn unmittelbar fiir die Ein- 
dampfung geléster Substanzen benétigt. Hat das Heizbad die ge- 
wiinschte Temperatur erreicht, so beschickt man die Aufnahmegefibe 


mit der gewiinschten Anzahl Zentrifugierréhrchen, in die man vorher 
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die einzudampfende Lésung einpipettiert hat. Es ist zweckmabig, die 
Hoheneinstellung der Diisen stets so zu wahlen, daB die untere Offnung 
sich stets etwa 2 bis 2'., cm oberhalb des Fliissigkeitsspiegels befindet. 

Da die Kindampfgeschwindigkeit, abgesehen von der Temperatur 
des Heizbades und der Blasluft, von der Konzentration der einzu- 
dampfenden Lésung abhaingt, so lassen sich tiber die Eindampfzeit 
bestimmter Fliissigkeitsmengen keine bestimmten Angaben machen. 
Sie betragt fiir eine 0,12°.ige NaCl-Lésung bei einer Temperatur 
des Heizbades von 98° und einer Temperatur der Blasluft von 110° C 
fiir 10cem bei einem Rohrquerschnitt von 22 mm 55 bis 60 Minuten. 

Der Zeitgewinn beim Eindampfen einer Einzelanalyse mit Hilfe 
des beschriebenen Verfahrens ist also gegentiber dem fiir das Eindampfen 
der gleichen Fliissigkeitsmenge ,,von Hand‘ iiber der offenen Flamme 
benétigten Zeitaufwand kein allzu groBer, der Vorteil der beschriebenen 
Methode liegt aber darin, da man 1.) 20 bzw. bei entsprechender Ver- 
groBerung der Apparatur entsprechend mehr Analysen innerhalb des 
gleichen Zeitraumes auf einmal eindampfen kann, und 2.) darin, dab 
mit Hilfe der beschriebenen Methode der Einengungsproze} vollkommen 
automatisch verlauft, keinerlei Beaufsichtigung bedarf und vor allem 
garantiert ohne Substanzverlust sich bewerkstelligen laBt. Der hier- 
durch bedingte Zeitgewinn, die Ersparnis an Arbeitskraft, die Sicherheit 
und die Exaktheit der Methode diirften speziell fiir den, der nur einen 
Bruchteil seiner Tageszeit auf experimentelle Arbeiten verwenden kann, 
nicht ohne Wert sein. 

Wo eine Druckluftanlage zur Verfiigung steht, kann die Apparatur 
selbstverstandlich unter Zwischenschaltung entsprechender Luftfiltrier- 
vorrichtungen, wie sie uns von der Firma Pfeiffer ebenfalls hergestellt 
wurden, direkt an diese angeschlossen werden. Naturgemaf muB in 
diesem Falle —- je nach der Leistungsfihigkeit der Anlage —- der Druck 
entsprechend gedrosselt werden. Es sei aber ausdriicklich betont, dali 
sie ebensogut an jedes einigermaben leistungsfaihige Wasserstrahl- 
geblise angeschlossen werden kann, wobei der Eindampfeffekt sich 
noch erhéhen laBt, wenn die Luft vor der Einleitung in den Apparat 
durch konzentrierte Schwefelsaure vorher von Wasserdampf befreit wird. 
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Asymmetrische Esterbildung und -spaltung durch 
Schweinepankreas- und -leberesterase*. 





Von 
P. Rona, R. Ammon und M. Werner. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 28. Mdrz 1930.) 


P. Rona und R. Ammon! zeigten kiirzlich, daB auch bei der Synthese 
eines Esters durch eine Esterase die optische Orientierung des Ferments 
zum Ausdruck kommt. Sie konnten zeigen, da Schweinepankreas- 
esterase in Ansatzen, die aus Isoamylalkohol, d,l-Milchsiure und Pan- 
kreaspulver bestanden, das Ferment mit gréBerer Geschwindigkeit den 
Amylester der rechtsdrehenden Milchséure bildet. 

Es erschien uns wichtig, die asvmmetrischen Verhaltnisse an den- 
selben Substraten sowohl bei der hydrolytischen als auch der esterifi- 
zierenden Wirkung einer Esterase zu untersuchen. Unsere Wahl fiel 
auf die Spaltung und Bildung des sec-Butyl-n-Butyrats, 


H 
CH, .CHy. CH,. COO. C7 CH, .CHg. : 
( 


Auch die Hydrolyse dieses Esters war fiir uns von Interesse, 
denn das optische Auswahlvermégen der Esterasen ist fast ausschlieBlich 
bei solchen racemischen bzw. optisch aktiven Estern untersucht worden, 
deren Saureanteil das asymmetrische C-Atom enthalt?. Die asymmetri- 
sche fermentative Hydrolyse von Estern, wo der Alkoholrest den 
asymmetrischen Bau des Esters bedingt, ist dagegen bisher nur selten 
beschrieben worden. Dakin*® hat in seiner zweiten Mitteilung iiber die 

* Ausgeliihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

' Diese Zeitschr. 217, 34, 1930. 


2 R. Ammon, Fermenttforschung, im Druck. 
$ Journ. of Physiol. 82, 199, 1905. 
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stereochemische Spezifitét von Leberlipase neben den Derivaten de: 
Mandelsaiure noch d,l-Ester, deren Alkoholrest aus disubstituierte: 
Carbinolen bestand, untersucht und gefunden, dab die Schweineleber 
esterase auch zu solchen Estern optische Spezifitat zeigt. Ferner zeigt: 
P. Mayer! die stereochemische Spezifitat von Steapsin-Gribler bei de: 
Hydrolyse von racemischem Lecithin, wo das asymmetrische C-Aton 
im Glycerinrest sitzt, daB die d-Modifikation des Lecithins schnelle: 
angegriffen wurde als die antipodische Form. Denn das ungespalten 
zuriickgebliebene Lecithin erwies sich als linksdrehend, und aus dem 
vom Ferment partiell verseiften Substrat lieB sich die d-Glycerin- 
phosphorsiéure isolieren. SchlieBlich haben Abderhalden und Weil* die 
Spaltungsgeschwindigkeiten optisch aktiver Modifikationen von zwei 
Fetten, x-Monoacetin und x-Monocaproin, wo auch das asymmetrische 
C-Atom im Glycerinrest sitzt, durch Rinderpankreaslipase verfolgt und 
gefunden, daB dieses Enzym bei der ¢ vdrolyse keiner Modifikation den 
Vorzug gibt. 


Fermente und — .bstrate. 


Als Fermente wurden Schweinepi. ‘reas- und Schweineleberesterase 
benutzt und zwar in Form der Acetoy-Ather-Tro« kenpulver und der zen 
trifugierten, neutralisierten nm 40 NH,-Ausztige aus diesen Pulvern (1g 
Fermentpulver auf je 10cem n/40 NH,; 2 Stunden; Brutschrank). 

Die Substrate wurden auBer dem d, l-sec-Butyl-n-butyrat, das wir selbst 
herstellten, von Schering-Kahlbaum bezogen: Isoamylalkohol, Isobutyl- 
alkohol, d,l-see-Butylalkohol und n-Buttersiure. Da der d, l-sec-Butyl-n 
Buttersiureester unseres Wissens noch nicht dargestellt worden ist, so soll aut 
seine Bereitung etwas naher eingegangen werden. 150 cem d,l-sec-Buty!- 
alkohol und 50 cem n-Buttersiure wurden am RiickfluBkiihler 20 Stunden 
auf dem Wasserbad unter dauerndem Einleiten von HCl-Gas erhitzt. Da 
nach wurde die erkaltete Fliissigkeit mit gesittigter Kaliumcarbonatlésung 
neutralisiert und mit Ather extrahiert. Der Ather wurde gewaschen, mit 
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und fiir kurze Zeit mit festem Atzkali 
zur Entfernung der letzten Buttersiurespuren durchgeschiittelt. Nach dem 
Abdampften des Athers wurde der fliissige Riickstand mehrmals destilliert 
und der Ester als Fliissigkeit isoliert mit einem Siedepunkt von 149 bis 
150,5° (Siedepunkt des d,l-Alkohols bei 99 bis 100°). Das spezifische Gewicht 
des Esters wurde zu 0,862 ermittelt. Er war vollig optisch inaktiv. Die 
C- und H-Bestimmung ergab 66,9°, C und 11,21°, H, statt berechnet 
66.61%, © und 11,199, H. Uber die optischen Daten der aktiven sec 
Butylalkohole liegen nur folgende Zahlen vor. Fiir den d-sec-Butylalkoho! 
finden Pickard und Kenyon*® ein [x]p von 14,03° (1g Butylalkohol in 
20 cem Athylalkohol, 17,8°). Meth* gibt fiir die d-Form [x]p 0,32" 
an. Die Médglichkeit, daB eine partielle Racemisierung bei der Darstellung 





' Diese Zeitschr. 1, 39, 1906. 

* Fermentforschung 4, 76, 1920. 

3 Journ. of the Chem. Soc. 99, 55, 1911. 
* Ber. 40, 696, 1907. 
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le) eintritt, wird angedeutet. Auch uns scheint der Wert von Meth auf Grund 
unserer a-Zahlen viel zu niedrig. Uber die beiden aktiven Estermodi- 
fikationen ist nichts bekannt. 


= Die Esterifizierungsversuche mit Schweinepankreastrockenpulver. 
on Um eine gute Esterifizierung zu bekommen, muBten wir zunichst 
lle einen geeigneten Alkohol und die besten Bedingungen ausfindig machen. 
ten Nach Bodenstein und Dietz! gelingt die Esterifizierung von n-Butter- 
em siure und Isoamylalkohol durch Schweinepankreastrockenpulver sehr 
rin- gut. Wir ver6ffentlichen die Mehrzahl unserer Vorversuche mit diesen 
die Substanzen in Tabelle I, weil sie ganz allgemein fiir die Frage der fer- 
wei mentativen Esterifizierung von Interesse sind. Wir hatten zunachst 
che die Absicht, die stereochemische Spezifitat der Pankreasesterase am 
and d, l-Methyl-n-Propylearbinol nachzuweisen, in der Annahme, daB dieser 
den isomere Amylalkohol ebenso gut sich verestern liebe wie der Isoamyl- 
alkohol von Schering-Kahlbaum Wir zogen es aber vor, mit dem 
auBerdem wesentlich billigeren 1-sec-Butylalkohol zu arbeiten. Fiir 
Vorversuche wahlten wir den ch billigeren Isobutylalkohol. Wie 
rase aus Tabelle II ersichtlich ist, ounnten wir auch hier in verhiltnis- 
—_ maBig kurzer Zeit eine ganz b»trichtliche Estersynthese erzielen. 
(lg Leider erwies sich der fiir unsere spezielle Fragestellung einzig geeignete 
sat d, l-see-Butylalkohol als weniger giinstig fiir eine Synthese. Wie auch 
ery noch in der Arbeit von P. Rona und O. Miihibock® an verschiedenen 
1-n- Beispielen gezeigt wird, hingt das Ausmaf der Synthese oft nur von 
laut einer verschiedenen Stellung, etwa einer Methylgruppe ab, wie es auch 
ityl- bei unseren beiden Butylalkoholen der Fall ist. Immerhin konnte an 
— verschiedenen Versuchsbeispielen der Nachweis erbracht werden, dab 
aii eine asymmetrische Esterifizierung durch Schweinepankreastrocken- 
mit pulver stattfindet. Ehe diese Versuchsbeispiele mit d, l-Butylalkohol 
zkall und n-Butterséure naher erliutert werden, sollen die Verhiltnisse bei 
oe der Esterifizierung der beiden anderen genannten Alkohole dargestellt 
» bis werden. Dazu sei zunichst noch einiges tiber die Methodik gesagt. 
vicht 
' ote Methodisches. 
ae Das gesamte Reaktionsgemisch* befand sich in einer Glasflasche, 
Kohol die mit einem Gummistopfen verschlossen wurde. Die Flaschen wurden 
ol in in einem Schiittelapparat, der sich in einem Brutschrank von 37° befand, 
0.32° geschiittelt. Die Bestimmung des prozentualen Umsatzes geschah bei 
Jung der fermentativen Esterifizierung durch Titration der noch nicht esteri- 
1 Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906; Dietz, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 52, 279, 1907. 
2 Erscheint demnachst in dieser Zeitschrift. 
% Siehe auch P. Rona und R. Ammon, |. c. 
25 * 
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fizierten Buttersiure und bei der Spaltung durch Titration der frei ge- 
wordenen Buttersiure. Als Indikator wurde Bromthymolblau verwandt, 
dessen Umschlagspunkt von Gelb iiber Griin zu Dunkelblau (py 6 bis 7,6) 
bei Titration mit n- oder n/10-Natronlauge sehr deutlich erkennbar ist. 
Anfangs wurden je 1 bis 3 ccm des Gesamtansatzes mit der entsprechenden 
Fermentmenge zusammen titriert, spiter wurde das Fermentpulver vorher 
abzentrifugiert. 


Die Trennung des bei der Esterifizierung entstandenen Esters vom 
zuriickgebliebenen Alkohol und des bei der Spaltung entstandenen Alkohols 
vom zuriickgebliebenen Ester geschah durch fraktionierte Destillation. 
Dazu wurde das Fermentpulver abzentrifugiert, das Gesamtreaktions- 
gemisch mit n- oder n/10-Natronlauge neutralisiert, mit Kochsalz bis zur 
annahernden Sattigung versetzt, mit Ather sechs- bis siebenmal aus- 
geschiittelt, iiber reichlich wasserfreiem Natriumsulfat etwa einen Tag ge- 
trocknet, der Ather abgedampft und dann das zuriickbleibende Gemisch 
von Alkohol und Ester nach dem Prinzip der fraktionierten Destillation 
getrennt. Anfangs bedienten wir uns der Vakuumdestillation. Spater 
erwies sich aber die gewéhnliche fraktionierte Destillation — bei groBem 
AlkoholiiberschuB noch besser mit dem Widmeraufsatz — als zweck- 
maBiger. Eine restlos quantitative Trennung konnten wir nicht erreichen, 
weil unsere Substanzmengen zu klein waren. Wir kénnen daher unsere Ver- 
suche nur qualitativ werten. 


Die Polarisationen erfolgten immer in einem 1 dm-Rohr mit etwa 
leem Fassungsvermégen bei D-Licht und Zimmertemperatur. 


Esterifizierung von Isoamylalkohol mit n- Buttersdure durch Schweinepankreas- 
esterase (s. Tabelle I). 


Diese Versuche waren als Vorversuche gedacht, die vor allem fiir die 
bestmégliche Ausbeute an Ester die nétige Erfahrung geben sollten. Bei 
der Beurteilung der Versuche ist zu beriicksichtigen, daB die Entnahmen 
zur Titration mit der Pipette aus den Amylalkohol-Wasseremulsionen sich 
nicht mit der héchsten Genauigkeit durchfiihren lassen. Ferner gibt das 
Fermentpulver eine bestimmte, wenn auch sehr geringe Sauremenge 
(,,.Fermentsaure“’) ab. Auch lassen sich die Zeitangaben nicht unbedingt 
miteinander vergleichen, da bei manchen Versuchen zu der angegebenen 
Stundenzahl der dazugehérige Grad der Veresterung eben erst erreicht 
sein mag, bei anderen aber vielleicht schon seit mehreren Stunden konstant 
besteht. Soweit es méglich war, sind diese Fehlerquellen bei der  Be- 
rechnung der Prozentzahlen mit einbezogen worden, so daB die mitgeteilten 
Werte den wirklichen Verhaltnissen ziemlich nahekommen, wie es auch 
die weitgehenden Ubereinstimmungen der gleichartigen Ansitze bei den 
einzelnen Versuchen zeigen. Versuch | bis 3 von Tabelle I ist ohne Wasser- 
zusatz angesetzt und zeigt die besten Ausbeuten an Ester. Trotz Ver- 
minderung der Fermentmenge bei Versuch 2 und Erhéhung der Molaritat 
der Butterséure bei Versuch 3 ist schon nach 23 Stunden fast das Maximum 
der Veresterung erreicht. Bei den folgenden Versuchen 4 bis 10 ist eine 
deutliche Abhingigkeit der Ausbeite an Ester von dem Wasserzusatz 
und der Fermentmenge erkennbar. Bei Versuch 5 z. B. wurde bei der 
halben Fermentmenge wie bei Versuch 4 eine geringere Veresterung erreicht. 
Bei Versuch 6 steigt sie trotz dreifacher Wassermenge wie bei Versuch 4 
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und 5 wieder wesentlich an, weil die Fermentmenge doppelt so groB ist 
wie bei Versuch 4. Die Versuche 7 bis 9 zeigen die gleichen Erscheinungen. 
Es ist immerhin auffallig, daB trotz des groBen Wasserzusatzes von 54°,, 


bei Versuch 7 noch eine Veresterung von mindestens 50°, erreicht wird. 


Tabelle I. 


Esterifizierungsversuche mit Isoamylalkohol, n-Buttersiure und Schweine- 
pankreaspulver. 





oe. posment H, O-Zusatz °/o Veresterung nach 
Veroneh Butter- £ pro 100cem 100 cem_ Ges.-Vol. 19 Stunden 23 Stunden | 45 Stunden 
Mr, |) SRO | PHerignes | Fidenighelt cem Mittel _—| Mittel Mittel 
(0,39 2.88 “~ 104 | —| — | 95) 97 | 
1 0,39 2.88 wit 104 |—| — | 95]! 94 96.5 
|| 039 «288, ne 104 -| — |g92]) —|\96 
0.39 1,44 104 — |98}) 94 | 
“ 039 1/44 fe 104 — | 93 || 93 | 94 j 94 
0,42 2.88 aie 10,4 - 95 |1o, «| 95 |) as & 
8 0.42 288 hes 104 || — 94 || 945 gg j 945 
0,47 15 f 20 || 73 
‘ 0,47 1,50 6 20 | 72 | 73 || _ 
| 0,47 1,50 6 20 71 | a am 
0,47 1,50 6 20 | 75 
|| 0,47 0,75 6 40 63 
. | 0,47 0,75 6 40 | 64 | 62 . 
0,47 0.75 4 20 | 61 . 
0.47 0,75 6 20 | 60 
(| 0,47 3,0 18 20 | 69 || 
6 0,47 3.0 18 20 | 67 ' 67 | - he) = 
|) 0147 3,0 18 20 «65 || 
- {| 0,47 4,5 54 20 | +58) fel xe 
7 \loa7| 45 Bd 20 47 {525 
0,47 3.0 54 20 | 25 |) 
8 0.47 3,0 54 90 27 ' 27 —_ i 
0,47 3.0 54 2 ©30(| 
9 0,52 3,0 70 40 6 |) a. 
0,52 3.0 70 40 ner = 


Esterifizierung von Isobutylalkohol mit n-Buttersdure durch Schweine- 
pankreasesterase (s. Tabelle I1). 


Die Versuche mit Isobutylalkohol wurden siémtlich ohne Wasser 
angesetzt. Eine Beriicksichtigung der vom Ferment abgegebenen Saure und 
der Eigenveresterung fand nicht statt. Die Werte wiirden sich aber auch bei 
einer Beriicksichtigung hier wesentlich andern. Die Bedeutung der Fer- 
mentmenge und des molaren Buttersaéuregehaltes fiir die Wirksamkeit des 
Fermentes ist auch thier deutlich erkennbar. Es eriibrigt sich daher, 
auf diese Versuche naher einzugehen, da sich das Prinzipielle aus der 
Tabelle II und den Erlauterungen zu Tabelle I ergibt. 
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Tabelle II. 


Esterifizierungsversuche mit Isobutylalkohol, n-Buttersiure und Schweine- 
pankreaspulver. 








i Ferment- 0), der Veresterung nach Stunden 
vara] thd, | zine, oro, _ "ee Wemrg mek Senn 
Nr. 1) Fliissigkeit eem 18 19 23 43 55 | 70 78 
1 0,42 3,9 | 26,0 —|—;|90|92';—!;-—|— 
2 0,50 0,5 / 21,0 — —|} 40 — | 70 
8 0,50 | 1,0 21,0 —|\- — 73 '\— 90 
4 0,76 1,9 21,5 — i - - 71)-—|- 93 
5 1,00 1,8 22.0 — 80 92 
6 1,00 37 22.0 - — —/|92;'-—|— 
Ys 1,20 1,8 22,5 —i- 70 | - 90 
8 1,20 1,8 22.5 - 55 - — . . 
9 1,20 2,7 22.5 7 — - -j|— 
10 1,36 1,8 23,0 41 —_ -i — 
11 1,36 2,7 23,0 - 67 — - —_ —!i— 
12 1,35 8.0 20,0 68 | — 89 | 91 | - 
13 1,55 2,60 23,5 — |47 — _- — _— 
14 1,60 3,0 20.0 45> — 87 89 
15 1,85 1,25 24,0 —|2—- —|' — -_ — 
16 1,85 2,50 24.0 — | | — -i — 
17 1,84 3,0 20,0 28 1 — — 87 89 
18 2,18 4,0 20,0 2 : 91 
19 2,47 5,0 20.0 et ae a oe 
20 2,50 2,50 24.5 - 277 — - -- 


Die Esterifizierung mit d, l-sec- Butylalkohol und n-Buttersdéure durch 
Schweinepankreasesterase (siehe Tabelle IIT). 

Die Veresterungsgeschwindigkeit des d, l-Butylalkohols ist wesent- 
lich geringer als die des Isobutylalkohols. Um daher nur einigermaBen 
deutliche Werte zu erhalten, muBten wir die Ansiatze betrachtlich lange 
Zeit, bei Versuch 3 iiber 200 Stunden, der Einwirkung des Fermentes 
iiberlassen und bei Versuch 3 das Ferment sogar zweimal erneuern. 


Zu Versuch 1. Die Titration geschah in der bisher iiblichen Weise. 
Wir legten jedesmal 1 ccm einschlieBlich der entsprechenden Ferment- 
menge vor. Die Eigenveresterung war sehr gering und konnte ganz 
vernachlassigt werden. Die nur geringe ,,Fermentsaure“ wurde nicht 
beriicksichtigt. Als wir nach 18 Stunden den auBerst geringen Grad 
der Veresterung feststellten, gaben wir zum Ansatz a und c je 22 ccm 
sec-Butylalkohol hinzu, wodurch wir die Molaritét der noch nicht ver- 
esterten Butterséure etwa auf die Halfte herabsetzten. Nach 37 Stunden 
wurden wiederum je 5 ccm sekundaren Butylalkohols hinzugesetzt, das 
alte Ferment abzentrifugiert und durch die gleiche Menge neuen Ferment- 
pulvers ersetzt. Etwas Genaueres iiber den Grad der Veresterung lieB sich 
nun nicht mehr aussagen, er miiBte aber mindestens 50”, betragen. Die 
Aufarbeitung: Nach Abdampfen des gréBten Teiles des Athers betrug 








, |-sec-Butylalkohol, n-Butterséure und Schweinepankreaspulver. 
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die Drehung des Alkohol-Estergemisches « = —-0,25°. Der grobe 
Alkoholiiberschu8 wurde zunachst mit einem Aufsatz nach Widme 
in dreimaligen Destillationen abdestilliert. Die Drehung der ,,Alkohol- 
fraktion‘‘ betrug nach der letzten Destillation « = + 0,12°. Die weitere 
Reinigung der ,,Esterfraktion‘‘ geschah in einem Destillationskolben 
von etwa 20ccm Fassungsvermégen bei einem Unterdruck von 15 
bis 20 mm Hg. Nach der fiinften Destillation betrug die Drehung der 
Esterfraktion 2,25°. Das Ergebnis dieses ersten Versuches ist der 
Beweis, daB unter den angegebenen Bedingungen die linksdrehende 
Komponente des sekundiren d,1-Butylalkohols schneller verestert 
wird als die rechtsdrehende. 


Zu Versuch 2. Der Verlauf der Veresterung ist fiir diesen 
Versuch auch aus Tabelle III ersichtlich. Die Aufarbeitung ge- 
schah wieder in der iiblichen Weise. Das Drehungsvermégen des 
Alkohol-Estergemisches betrug nach dem Abdampfen des Athers 
a = —-0,18°. Das Drehungsvermégen des mit Widmer-Aufsatzes 
destillierten Alkoholiiberschusses betrug nach der vierten Destillation 
a= +0,09°. Die weitere Reinigung der ,,Esterfraktion geschah 
anfangs wieder durch Vakuumdestillation unter denselben Bedingungen 
wie bei dem ersten Versuch. Es schien dann zweckmabBiger, eine weitere 
Reinigung durch die gewéhnliche Destillation zu versuchen. Nach 
zweimaliger Destillation wurden von der ,,Esterfraktion‘ 0,2 ccm genau 
abgemessen und mit 1,2 cem Athylalkohol verdiinnt. Das Drehungs- 
vermégen dieser Butylalkohollésung betrug « = —0,35°, unter Be- 
riicksichtigung des Verdiinnungsgrades « = — 2,45°. 


Zu Versuch 3. Bei diesem Versuch kam es uns darauf an, den 
Verlauf der Drehungsanderung wabrend der Veresterung zu verfolgen, 
ohne dabei eine Trennung von Alkohol und Ester vorzunehmen. Es 
wurden lediglich nach einer bestimmten Zeit 2 bis 3 com Untersuchungs- 
fliissigkeit abpipettiert, vom Fermentpulver durch Zentrifugieren 
befreit, danach polarisiert und titriert. Zu diesen Ansitzen wurden 
diesmal 10°,, Wasser gegeben. Die geringe Fermentsiuerung wurde 
bei der Berechnung beriicksichtigt. Aus Tabelle IIT ist ersichtlich, dal 
die Drehung standig zunimmt, ein Maximum erreicht und wieder 
schwach abnimmt. Wie ein Kontrollversuch zeigte, gibt auch das 
Fermentpulver linksdrehende optisch aktive Substanzen ab, die 
aber unsere Versuchsergebnisse nicht beeinflussen und vor allem 
die Tatsache nicht zulassen, dafs eine Abnahme der Drehung 
bei der weiteren Veresterung stattfindet. Nach zweimaliger Er- 
neuerung des Fermentpulvers, und zwar nach 90 und 152 Stunden, 
wird schlieBlich innerhalb von 10 Tagen eine Veresterung von etwa 
70%, erreicht. 
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Die Spaltungsversuche. 
Spaltung des d, l-sec- Butyl-n-Butyrats durch Schweinepankreasesterase 
(siehe Tabelle IV ). 
Tabelle IV. 


Spaltung des d, l-sec-Butyl-n-Butyrats durch Schweinepankreasesterase. 











be 
nee Hi 
== inzu- . 
Ferment-' 722 Ges.- | Versuchs- Spaltungs- @ des un- 
sail : gefiigte | g ventilate ore as 
Versuch lisung Vol. dauer n NaOH grad ve = Bemerkung 
Nr. ecm cem | Std. ecem %p9 
1 2g Pulver 0,40 55 40 ~ ~ 20 +065 Vorversuch 
2 10 0.22 160 22 $1 y + O18 
3 40 0,22 160 44 5,1 14,3 + 0,64 
4 35 0,22 160 52 5,1 14,3 + 0,49 


Analog der Arbeit von Bodenstein und Dietz wurde zunichst ver- 
sucht, die Hydrolyse des Esters unter denselben Bedingungen wie bei 
der Synthese zu verfolgen. Versuch 1 von Tabelle IV ist ein Beispiel 
fiir einen solchen Ansatz. Da die Aufarbeitung des entstandenen Alkohols 
und zuriickgebliebenen Esters bei dem groBen AlkoholiiberschuB sich 
als verhaltnismaBig schwierig erwies, so haben wir die fermentative 
Hydrolyse des Esters in Anlehnung an Knaffl-Lenz' und Bamann und 
Schmeller® verfolgt. Bei Versuch 1 wurde Fermentpulver angewandt, 
und zwar 2 g auf 55 cem Gesamtvolumen. Der Fortschritt der Hydrolyse 
wurde, wie auf 8.384 erwahnt, in einzelnen Entnahmen bestimmt. 
Nach 80 Stunden war, wie bereits nach 40 Stunden, eine Spaltung von 
ungefahr 20°, erreicht. Der Wasserzusatz betrug 20 °,,. Die Destillation 
wurde wie bei den Syntheseversuchen durchgefiihrt. Es wurde gefunden, 
daB die zuriickgewonnene Estermenge rechtsdrehend war. 

Fiir alle weiteren Versuche verfuhren wir folgendermaBen: Die 
Bromthymolblau enthaltende Untersuchungsfliissigkeit wurde mit 
Natronlauge auf einen Blauton gebracht. Die vom Ferment in Freiheit 
gesetzte Buttersiure bewirkte ein Griin- bzw. Gelbwerden. Durch 
Natronlauge brachten wir die Flissigkeit auf den alten Blauton zuriick, 
Die Menge der im ganzen verbrauchten Natronlauge gab ein MaB fiir 
den Fortschritt der Hydrolyse. Die in Kubikzentimeter abgemessene 
Estermenge wurde mit Wasser geschiittelt, mit einigen Tropfen einer 
0,1 ° igen absolut alkoholischen Bromthymolblaulésung versetzt und 
mit einem Tropfen n-Natronlauge auf den Blauton gebracht. Ebenso 
wurde auch mit der Fermentlésung verfahren. 10 bis 35 ccm des neu- 
tralisierten und zentrifugierten Ammoniak-Pankreaspulverauszuges bzw. 


! Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 97, 242, 1923. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 149, 1929. 
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5 bis 10 cem des Leberpulverauszuges wurden mit Wasser verdiinnt, 
mit dem Indikator versetzt und auch mit einigen Tropfen n-Natron- 
lauge auf den Blauton gebracht. Beide Fliissigkeiten wurden déhn 
vermischt, auf ein bestimmtes Volumen gefiillt, kraftig durchmischt 
und in einem Wasserthermostaten von 37° haufig geschiittelt. Nur 
die Ansitze mit Pankreasesterase kamen in eine in einem Brutschrank 
von 37° stehende Schiittelmaschine. Von Zeit zu Zeit wurde durch 
Zugabe von n-Natronlauge der alte Blauton wieder hergestellt. Die 
Eigenverseifung des Esters erwies sich als auBerst gering, so daB sie 
gar nicht beriicksichtigt zu werden brauchte. 

Wenn der Versuch abgebrochen werden sollte, so wurde nach 
Wiederherstellung des alten Blautons die Fliissigkeit abgekiihlt, mit 
festem Natriumchlorid bis zu einem Gehalt von etwa 25 bis 30°, 
versetzt und ausgeathert. Der Atherextrakt wurde mit wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet. Der Ather wurde abgedunstet und der 
Riickstand wie friiher einer mehrmaligen Destillation unterworfen. Die 
zwischen 140 bis 150° siedende Fraktion, die aus dem unverseift zuriick- 
gebliebenen Ester bestand, wurde polarisiert. Die vom Ferment ge- 
bildeten Alkoholmengen waren bis auf die von Versuch 3 in Tabelle V 
zu klein, als daB eine Polarisation méglich gewesen ware. Erst in 
Versuch 3 von Tabelle V gelang eine Trennung von Alkohol und Ester, 
wenn auch mit sehr groBen Verlusten. Das spezifische Drehungs- 
vermégen der aktiven Buttersiurebutylester mu8 verhaltnismabig groB 
sein gegeniiber dem [«], der Butylalkohole, denn bei den kleinen 
Alkoholmengen, die in einem gréBeren Temperaturbereich aufgefangen 
werden muBten und mit mehr oder weniger racemischem bzw. aktivem 
Butyl-butyrat vermischt waren, gelang es nicht oder nur eine sehr 
schwache Rechtsdrehung zu erhalten. Erst bei Versuch 3 aus Tabelle V, 
wo etwa 3,5ccm Alkohol auf Grund des Spaltungsgrades durch 





Leberesterase — zu erwarten waren, konnten wir eine befriedigende 
Trennung durch die Destillation erreichen. 
Tabelle V. 
Spaltung des d, l-sec-Butyl-n-butyrats durch Schweineleberesterase. 
; | 
Sa 
gre Hinzu i d t 
Ferment-| 722. Ges.- | Versuchs- sote | Spaltungs-| * eS un- | a des ab- 
__ . . ; gefiigte ; verseifte one 
Versuch  jjsung 223 Vol. | dauer nNaQH gra — eee Seeee 
ASS 
Nr. ecm =” ecem | Min. cem 9/9 
1 10 044 80) 60 12 34 +020 | 
2 5 (0,25; 250 | 5 19 31 +050; — 
3 8 046 300 | 135 49,5 35,6 0,65 | —0,14 


Im AnschluB an die Versuche mit Pankreasesterase wurde noch 
die Hydrolyse des d,1l-sec-Butyl-n-butyrats durch Schweineleber- 
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esterase untersucht. Wahrend das esterspaltende Ferment im Schweine- 
pankreas relativ schlecht den racemischen Buttersaéure-Butylester an- 
greift, spaltet die Schweineleberesterase den d,l-n- Buttersiure-sec-Butyl- 
ester auBerordentlich gut. Die Ausfiihrung dieser Spaltungsversuche 
geschah ganz analog denen mit der Pankreasesterase. Aus Tabelle V 
ist ersichtlich, daB auch die Schweineleberesterase unter den gewahlten 
Bedingungen den _ |-n-Buttersaéure-sec-Butylester mit gréBerer Ge- 
schwindigkeit zersetzt, denn der unverseift zuriickgebliebene Ester zeigt 
eine Rechtsdrehung. Versuch 3 aus Tabelle V zeigt einen Ansatz, bei 
dem von einer so groben Estermenge ausgegangen wurde, dab, wie 
schon S. 390 auseinandergesetzt, die vom Ferment in Freiheit gesetzte 
Alkoholmenge so groB war, daB wir sie gut abdestillieren konnten. Es 
gelang so, bei etwa 100° eine Alkoholmenge von etwa 1,5 ccm zu ge- 
winnen, mit einer Linksdrehung von « 0,149. 


Zusammenfassung. 

Die optische Orientierung der Schweinepankreaslipase wird sowohl 
bei ihrer esterbildenden als auch esterspaltenden Wirkung an dem 
gleichen asymmetrischen C-Atom untersucht. Es wird gefunden, dab 
unter den angegebenen Bedingungen die Schweinepankreasesterase in 
beiden Fallen der gleichen Modifikation den Vorzug gibt: Bei der 
Esterifizierung wird aus racemischem sec-Butylalkohol und n-Butter- 
siure der |-n-Butterséiure-sec-Butylester schneller gebildet und auch 
bei der Hydrolyse des racemischen Esters schneller gespalten. 

Die Schweineleberesterase spaltet genau so wie das Pankreas- 
ferment bei der Hydrolyse des racemischen Esters die linksdrehende 
Modifikation schneller. 

Die Schweineleberesterase greift das sec-Butyl-n-butyrat auBer- 
ordentlich gut an, die Schweinepankreasesterase dagegen verhiltnis- 
maBig schlecht. 

Es werden noch einige Angaben iiber die Bestimmung der esterifi- 
zierenden Wirkung und itiber die Esterifizierung von Isoamyl- sowie 
Isobutylalkohol und n-Buttersiure durch Schweinepankreasesterase 
gemacht. 
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Zur Kenntnis der Komplex-koazervation. 


Ill. Mitteilung: 


Komplexkoazervate unter physiologischen Milieubedingungen. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong, W. A. L. Dekker und Ong Sian (wan. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat in Leiden.) 
(Eingegangen am 29. Mdrz 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Bereits von Beginn unserer Untersuchungen tiber Komplexkoazer- 
vate an stellten wir uns die Frage, ob diese letzteren auch in der lebenden 
Substanz vorkommen kénnen, ja, ob nicht sogar die Grundsubstanz 
des Cytoplasmas oder des Kernes die Natur eines Komplexkoazervates 
besitzt!. Einer ernsthaften Betrachtung dieser Méglichkeit stand 
zweierlei im Wege. Einerseits kannten wir nur Komplexkoazervation 
bei einem py unter 4,8 (Gelatine + Gummi arabicum?, Serumalbumin 

Gummi arabicum®), andererseits verhinderte eine Alkalisalzkonzen- 
tration von 0,1 n bereits die Bildung des Komplexkoazervates. 

In der vorliegenden Mitteilung beschreiben wir nun Falle von 
Komplexkoazervation, bei denen einerseits das py im Gebiete der 
physiologisch méglichen py-Werte liegt, andererseits Fille, in denen 
die Komplexkoazervate noch in physiologisch méglichen Neutralsalz- 
lésungen bestandig sind, und schlieBlich Falle, in denen sowohl das py 
als auch die Salzkonzentrationen beide im Gebiete der physiologischen 
Moéglichkeiten liegen. 


! Die Vermutung, daB Koazervate im allgemeinen neben’ Solen und 
Strukturelementen (Gelen, Fibrillen usw.) an dem Bau der lebenden Materie 
teilnehmen kénnen, wurde bereits friiher an anderer Stelle ausgesprochen: 
H.G. Bungenberg de Jong und H. R. Kruyt, Proc. Acad. Sci. Amsterdam 82, 
849, 1929, und Kolloid-Zeitschr. 50, 39, 1930. 

2 H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, diese Zeitschr. 212, 
318, 1929. 

3 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, ebendaselbst 
182, 1930. 
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2. Bildung von Komplexkoazervaten im = py-Gebiet der physiologischen 
Moclichkeiten. 


Will man die Bildung von Komplexkoazervaten im py-Gebiet 
von 6 bis 9 verwirklichen, und dabei als positiv geladene Komplex- 
komponenten Eiweif verwenden, so mu jedenfalls der isoelektrische 
Punkt bei einem noch héheren py liegen. Dazu werden also Vertreter 
der sogenannten basischen Eiweibstoffe vorziiglich geeignet sein. 


Nach den Untersuchungen von Sugura Miyaka' liegt der isoelektrische 
Punkt einiger Protamine bei etwa py 10, des gr6Bten Teiles derselben aber 
bei etwa py 12, z. B. fiir Clupein bei py 12,1. Ausgehend von der 
Milch von frischen Heringen®? haben wir nach der Vorschrift von HKosse/ 
..Clupeinsulfat** bereitet und damit Kombinationsversuche mit anderen 
negativ geladenen Kolloidkomponenten ausgefiihrt. Da®B° Protaminsole mit 
anderen EiweiBsolen Niederschlige liefern, ist bereits lange bekannt. 
ebenfalls, daB diese Niederschlige unter giinstigen Bedingungen von fliissiger 
Natur sind. So beschreibt Hunter’ die Art der Fallung mit einer Losung von 
kristallisiertem Eialbumin in stark ammoniakalischem Mittel wie folgt: 
Die Verbindung fallt in Form kleiner, fliissiger Tropfen aus; die nach 
eintagigem Stehen ein klares, fast farbloses Ol am Boden des GefibBes bilden.“* 
Die 6lige Natur des Prazipitates fiel ihm weiter auf bei dem Niederschlage 
mit Gelatine und mit Hemielastin, wahrend er beim Niederschlage mit 
Casein und Edestin von zihen Massen spricht. 

Wir haben uns durch eigene Anschauung davon iiberzeugt, daB 
wir es hier mit der Bildung von Komplexkoazervaten zu tun haben, 
und dafs die Gesetzmabigkeiten, die dafiir gelten und ausfiihrlicher in 
den beiden vorangehenden Mitteilungen beschrieben wurden, hier 
ebenfalls angetroffen werden. 

Ubrigens weisen nach derselben Richtung hin auch die von Hunter 
* im Uber 
schuB der einen Kolloidkomponente (d.h. EinfluB des Mischungsverhilt- 
nisses) bei Zusatz von Salzsiiure (Verainderung des py, wodurch schlieBlich 


beschriebenen Erfahrungen, daB vielfach seine ..Verbindungen 


die negative Komponente sogar eine positive Ladung annimmt) oder in 
Neutralsalzlésung (Verminderung des urspriinglichen kapillarelektrischen 
Gegensatzes der beiden Komponenten) in Lésung gehen. 


rs : rm . ‘ 7 ‘ 
In der folgenden Ubersicht (Tabelle I) findet man die Kolloid- 
kombinationen, die wir auf Bildung von Komplexkoazervaten in dem 
oben erwahnten py-Gebiet untersucht haben. Nur bei Kombination 


! Sugura Miyaka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 225, 1927. 


2 Es ist uns eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn Dr. J. Ollie, 
Direktor von ,,Het Nederlandsche Visschery Proefstation’t freundlich fiir 
seine Vermittlung beim Bezug der benétigten Menge frischen Ausgangs- 
materials zu danken. 

3 4. Kossel, The Protamines and Histones, Longsmans, Green and Co., 
London-New York-Toronto, 1928. (Monographs on Biochemistry edited by 
R.H. A. Plimmer and F.G. Hopkins.) 


4 4. Hunter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 526, 197. 
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mit Ichthyocoll muBten wir noch durch Zusatz einiger Tropfen Natron- 
lauge das py iiber 9 bringen, um ein schénes Koazervat zu erhalten 
(der isoelektrische Punkt dieses EiweiBstoffes liegt bei etwa py = 5 





bis 9). 
Tabelle I. 
Positiv geladene Negativ geladene Kolloid- BESS . 
Kolloidkomponente komponente Beobachtungen 
1. Clupein Gelatine Schone grobe Tropfchen 
3 * Ichthyocolla a ” ” 
3. m (Umkristallisiertes) Eialbumin * ‘ ‘“ 
4. Casein Kleine Tropfchen 
5. (Umkristallisiertes) Serum- Sehr kleine Trépfchen, 
albumin sogleich oder bald tritt De- 
naturierung auf 
6. ’ Gummiarabicum Schone groBe ‘Trépfchen 
bs Thymusnucleinsaure * Kleine Trépfchen 
8. . Hefenucleinsiure ** Ziemlich grobe Trépfchen 


* Dargestellt nach dem von Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 261, 1914 an- 
gegebenen Verfahren. 

** Wir benutzten Na-Nucleinat aus Hefe von Merck 

Wie zu erwarten war, tritt die Bildung von Komplexkoazervaten 
nicht nur mit EiweiBstoffen (Nr. 1 bis 5), sondern auch mit anderen 
negativ geladenen hydrophilen Kolloiden (Nr.6 und 8) ein. 


—_— 





Abb. 1. 
Komplexkoazervat aus Clupein + Gelatine (150 mal vergréfert). 


Hinsichtlich einzelner dieser Kombinationen wollen wir noch eine 
Bemerkung hinzufiigen, zunachst tiber die Kombination Clupein — Ge- 
latine. Wir erhielten schéne, fliissige Koazervattropfen, von denen 
Abb. 1 ein Mikrophotogramm wiedergibt. Auf der linken Halfte sieht 
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man diese Tropfen 5 Minuten nach ihrer Bildung, auf der rechten 
Halfte 10 Minuten spater. Man sieht deutlich, daB der Verschmelzungs- 
vorgang von kleineren Tropfen zu gréBeren auf der rechten Halfte 


merklich weiter fortgeschritten ist. Hunter macht hierzu folgende Be- 
merkungen: ,,Der Koérper hat eine gallertartige Beschaffenheit. Seine 
Kigenschaften weichen erheblich von denen der anderen beschriebenen 
Kérper ab.’ Weiterhin gibt er an, dab die Substanz in warmem Wasser 
leicht léslich ist und aus ziemlich konzentrierter Lésung sich teilweise 
als Ol, teilweise in Form von Flocken bei Abkiihlung wieder abscheidet. 
Was das Gelatindswerden des Komplexkoazervates bei der Abkiihlung 
betrifft, so ist dies eine Eigentiimlichkeit, die nichts mit Clupein als 
Komplexbildner zu tun hat, sondern ausschlieBlich mit der Gela- 
tinierungsneigung der Gelatine in Zusammenhang steht. Man trifft diese 
Erscheinung auch sehr typisch bei der Kombination Gelatine + Gummi 
arabicum an. Die Koazervatschicht, die bei 40° eine véllig klare Fliissig- 
keit ist, wird bei Abkithlung auf Zimmertemperatur triibe und nimmt 
Gelnatur an. Gleichzeitig bildet sich in der Gleichgewichtsfliissigkeit 
eine verhaltnismabig geringe Menge neuer Koazervattrépfchen, die, bei 
einer je niedrigeren Temperatur sie gebildet sind, um so schwieriger 
zusammenflieBen, so dab sie sich schlieBlich zu lose gebauten Flocken 
iiber der fest gewordenen Koazervatschicht absetzen. 

Aus dieser Tatsache geht mit einiger Wahrscheinlichkeit hervor, 
daB zwischen den beiden Kolloidkomponenten in der Gleichgewichts- 
fliissigkeit und dem Koazervat ein dynamisches Gleichgewicht bestehen 
muB, dessen Lage sich mit der Temperatur verschiebt. Wahrend nun 
dieses Gleichgewicht bei der Kombination Gelatine — Gummi arabicum 
sehr zugunsten des Komplexkoazervates liegt, schien nach den Beob- 
achtungen von Hunter bei der Kombination Clupein + Gelatine dieses 
Gleichgewicht sich viel starker mit der Temperatur zu andern, so 
daB es sogar bei héherer Temperatur ganz zugunsten der freien 
Komplexkomponente zu liegen kame. , 

Jedoch beziehen die Beobachtungen Hunters sich auf das von 
seiner urspriinglichen Gleichgewichtsfliissigkeit getrennte Koazervat. 
Ein so prononzierter TemperatureinfluB ist uns beim totalen Koazervat- 
system nicht aufgefallen. 

Die zweite Bemerkung betrifft die Kombination Clupein + Serum- 
albumin. 

In der ersten! und zweiten? Mitteilung dieser Reihe haben wir 
bereits beschrieben, da das Serumalbumin als Bestandteil in einem 


1 H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, diese Zeitschr. 212, 
318, 1929. 
2 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, ebendaselbst 221. 


182, 1930. 
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Komplexkoazervat je nach der Art des anderen Komplexbestandteiles 
langsamer oder schneller denaturiert wird. Diese Denaturierung verlauft 
langsamer bei der Kombination mit Gummi arabicum, schneller mit 
Semen Lini und Carragheen. Inzwischen haben wir gefunden, dal} 
sie a4uBerst schnell mit Thymusnucleinsdiure verlauft, mit der es uns 
nicht gliickte, gut ausgebildete Koazervattropfen zu erhalten. In allen 
diesen Fallen ist das Serumalbumin der positiv geladene Komplex- 
anteil. Die Kombination mit Clupein, bei der es im Gegensatz dazu 
die negativ geladene Komplexkomponente bildet, zeigt diesen Dena- 
turierungsvorgang ebenfalls sehr stark, so dab es nicht oder kaum 
méglich war, hier deutlich gebildete Koazervattropfen zu beobachten. 


3. Bildung von Komplexkoazervaten bei Gegenwart von physiologiseh 
mézlichen Neutralsalzkonzentrationen, 
(Crelatine Thymusnucleinsdure. ) 

Auf dieselbe Weise, wie in den vorigen Mitteilungen beschrieben 
worden ist, untersuchten wir die Koazervation in Mischungen von 
Gelatinesol und Natriumnucleinatsol!. Wir bereiteten, ausgehend von 
einem 2°,igen Stammgelatinesol und einem 0,27°,igen Natrium- 
nucleinatsol, ein 0,17 °,iges Gelatinesol vom py — 3,12 und ein 0,18 ° iges 
Nucleinsiuresol vom py 3.10, maBen davon bei 42° die Viskositat 
und ebenfalls von einer Anzahl von Mischungen in verschiedenen 
Verhaltnissen (vgl. Tabelle IT). 

Tabelle 11. 


Koazervation bei py 3.11 ohne zugefiigten Elektrolyten. 








& F ; e| = < 
E Pe —) al - > ‘* "s 25 

0 0 0 = 

0 1,245 100 k. 

3,8 1,157 1,249 1,232 68 lo 

16,7 1,036 1,240 1,207 17 l. tr st. koaz. 

25,0 1,009 1,237 1,188 5 s. tr st. koaz. 

35.5 1,010 1,237 1,167 6 tr st. koaz. — 
59 1,006 1,242 1,141 4 st. o. s. Ww. koaz. 

71,3 1,011 1,242 1,098 11 lo 

96,2 1,034 1,234 1,047 72 s. 1. o. 
100 1,040 100 s. Ll. o. 

6 1,2¢ 

* Abkiirzungen:  k. klar, o. = opaleszent, tr. = triibe. s. sehr, 1. = leicht, 
st. stark,Jw. = wenig. 


1 Beziiglich der Bereitung und Figenschaften dieses Sols vgl. H.@. 
Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, Kolloidchem. Beihefte 31, 89, 1930. 
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Nach Beendigung der Mischungsreihe wurde die Gelatinelésung noch- 
mals gemessen, sie hatte dann mit der Zeit, wie sich zeigte, in der Viskositat 
von 1,245 auf 1,234 abgenommen. Fiir die Berechnung der Additivitits- 
zahlen benutzten wir daher die in der vierten Spalte angegebenen interpolier- 
ten Viskositaten des Gelatinesols, und zwar fiir den Zeitpunkt, in dem die 
entsprechende Mischung gemessen wurde. 

Die Ergebnisse dieses Versuches werden durch Kurve A von Abb. 2 
wiedergegeben. 

Ebenso wie bei der Kombination Serumalbumin + arabisches 
Gummi finden wir auch hier, daB mitten im Gebiet der starken Koazer- 
vation die kapillarelektrische Ladung der Koazervattropfen sich um- 
kehrt. Sehr interessant ist nun, dal diese Koazervation noch stets 
bei Elektrolytkonzentrationen bestehen bleibt, die physiologisch vor- 
kommen kénnen. In der folgenden Tabelle II] findet man die Koazer- 
vation bei Gegenwart von 0,167 n Natriumchlorid, wahrend in Tabelle IV 
stets 0,167 n Natriumchlorid + 0,005 n Calciumchlorid zugegen sind. 


Tabelle 111. 





Koazervation bei py 3,11 und bei Gegenwart von 0,167 n Natriumchlorid. 
Mischungs- Ladungs 
= Me "8 ber. Additivitit \uberes Koazer- —" 
siiuresol he Pp Aussehen vation Koazervat 
tropfcher 
0) 1,047 100 k. 
16.7 1.026 1.041 63 2 st. koaz 
25 1,018 1,039 46 s. tr. st. koaz. 
40 1,009 1.034 26 s. tr. st. koaz. 
50 1.007 1,030 23 s. tr. st. koaz. 
71.5 1.010 1.023 44 tr. st. koaz. 
100 1.014 100 aa 


Tabelle 1V. 


Koazervation bei py 3.11 und bei Gegenwart von 0,167 n Natriumcehlorid 
0,005 n Caletumcehlorid. 





Mischungs- Ladungs- 
—— = he "6 ber. \dditivitit \uiieres Koazer- — 
shuresol ", . Aussehen vation Koazervat 
Hl trépfehen 
0 1,046 109 k. 
16,7 1,026 1,040 65 tr st. koaz. 
25.0 1,020 1,038 53 s. tr. st. koaz. 
40 1,012 1.033 36 s. tr. st. koaz. ? 
50 1,006 1,029 21 s. tr. st. koaz. 4 
71.5 1,008 1,022 36 s. tr. st. koaz. 
80 1.011 1.022 DD tr. st. koaz. _ 
100 1.013 100 st. o. 
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Die Kolloidkonzentrationen der beiden miteinander zu mischenden 
Sole sind dieselben wie die von Tabelle Il. Abgesehen von dem kleinsten 
und dem gréBten Mischungsverhaltnis betrug die GréBe der Koazervat- 
tropfen sofort nach der Mischung bis zu etwa 10 bis 2044 im Durch- 
messer. 

Die Additivitaétskurven sind in Abb. 2B (mit 0,167 n Natriumchlorid) 
und C (mit 0,167 n Natriumchlorid 0,005 n Calciumchlorid) abgebildet. 
Eine Mikrophotographie von Koazervattropfen aus diesem letzteren System 
gibt Abb. 3 wieder. Wir halten es fiir sehr wichtig, daB bei diesen hohen 
Elektrolytkonzentrationen noch stets Koazervation bestehen kann, welche 
auf dem kapillarelektrischen Gegensatz der beiden Kolloidkomponenten 
beruht. 
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- bis: aa 
Oc! wEY. 
Abb. 2 
\dditivitiitskurven fiir Misehungen von 0,17° gig. Gelatinesol vom py = 3.12 und 0,18° gig 
Thymusnucleinséureso! vom py 3,10. 
\bszissen: Mischungsverhaltnisse in Prozent des Nucleinsiuresols 
. Ng ho no 
Ordinaten: Prozente des additiven Betrages = 100 - ( . ( ) 
“0 exp. N. “0/ber 
Kurve A: Ohne zugesetzten Elektrolyten. Kurve B: Bei bestaindiger Anwesenheit von 
0.167 n Natriumehlorid. Kurve C: Bei bestandiger Anwesenheit von 0,167 n Natrium- 


chlorid + 0,005 n Caleiumehlorid. 

* Mischungen, bei denen mikroskopisch Koazervattropfen nicht sichtbar waren. @ Koazervat- 
tropfen sichtbar und positiv geladen. QO Koazervattropfen ebenfalls sichtbar, aber 
negativ geladen. © Koazervattropfen sichtbar, aber Zeichen der Ladung zweifelhaft. 


Das Koazervationsoptimum ist durch die Gegenwart der Salze 
nach einem héheren Nucleinsdure-Mischungsverhaltnis hin verschoben. 
Es scheint, daB die sehr geringe Calciumchloridkonzentration auch an 
sich noch eine derartige Verschiebung zustande bringt, obwohl eine 
soleche SchluBfolgerung nicht mit Sicherheit, wegen der Kleinheit der 
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gemessenen Viskositat und des groben Einflusses, den bereits eine 
Kinheit der dritten Dezimale auf die Additivitatszahl ausiibt, gezogen 
werden kann. 


Es besteht ein auffallender Unterschied zwischen dem Verlauf der 
Kurve A einerseits und dem der Kurven B und C andererseits. Wahrend 
diese letzteren ein gut ausgebildetes Minimum zeigen, das nahezu mit 
der optimalen Koazervation und der Ladungsumkehr zusammenfiallt, 
hesitzt die erstere ein breites Minimumgebiet, auf dem der Punkt der 
optimalen Koazervation sehr an der einen Seite liegt. In der vorher- 
gehenden Mitteilung! haben wir die Ursachen kennengelernt, die hierzu 
fihren kOnnen, naimlich ein Unterschied in der Elektrolytzusammen- 





Abb. 3 


Komplexkoazervat aus Gelatine + Thymusnucleinsiure bei Gegenwart von 0,167 n Natrium- 
chlorid + 0,005 n Calciumchlorid (300 mal vergriéfert). 


setzung der beiden zu mischenden Sole gleichzeitig mit einem geniigenden 
GroBenunterschied in (7%, Yo) Yo. Da wir von aschenfreier Gelatine 
ausgingen, hat der Zusatz von Salzsiure, um das Gelatinesol auf py 3,1 
zu bringen, hier keine Bildung von Neutralsalz zur Folge, wohl aber 
beim Natriumnucleinatsol. Weiter hat in der Tat dieses Nucleinsauresol 
auch einen kleinen (y, No) No- Wert (namlich 0,040) gegeniiber dem 
des Gelatinesols (0,245). Die geringe Natriumchloridkonzentration, 
die im ersteren im Uberschu8 vorhanden ist, verschwindet aber relativ 
gegentiber den viel gréBeren Elektrolytkonzentrationen bei den beiden 
anderen Mischungsreihen (B und (©). 


1 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, diese Zeitschr. 221, 
182, 1930. 
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Wahrend bei 0,167 n Natriumchlorid noch stets Koazervation auf- 
tritt, ist dies bei starkeren Salzkonzentrationen nicht mehr der Fall. 

So blieben die Mischungen bei Anwesenheit von n Kaliumchlorid, 
Kaliumrhodanid, Kaliumjodid, Natriumchlorid und Natriumnitrat klar. 

Um Sicherheit dariiber zu erhalten, daB der die beiden Arten von 
kolloiden Teilchen zu einem Komplexkoazervat bindende Faktor noch 
stets auf einem kapillarelektrischen Gegensatz der beiden Kolloid- 
komponenten beruht, haben wir ebenfalls viskosimetrisch die Riickkehr 
zur Additivitat bei einem Mischungsverhaltnis, namlich 50°,, von einem 
0,17 ° igen Gelatinesol und einem 0,27 ° igen ,,Natriumnucleinat**-Sol, 
beide vom py = 3,11, unter dem EinfluB von Kaliumchlorid, Kalium- 
sulfat und Kaliumferricyanid gemessen (vgl. Tabelle V). 


Tabelle V. 


Komplexkoazervation bei py 3,11 und Mischungsverhaltnis von 50°,, bei 
zunehmenden Konzentrationen von Kaliumchlorid, WKaliumsulfat und 
Kaliumferricyanid. 








= F 3 ca = 4 = 
Zugesetzte! af 3 - ce = = 3 =z Fs 
Elektrolyt = ris = = , 5 
on s = © = Fs S 
= Zz j lS 2 = 
, 2 ol > = xz 

Sars A 3S 
Keiner -- 1,255 1,035 1,005 1,145 3.5 | s. tr. st 
Kalium- {| 0,067 1,064 1,021 1,007 1,042° 16 s.tr. | st. 
chlorid | 0,133 1.059 1,020 1,010 1,0395 25 a. | 
Kalium- { 0,067 1,955 1,027 1,008 1,041 20 s. tr. st. 


sulfat | 0,133 1,054 1,026 1,014 1,040 35 gs. tr. st. 
Kalium- {| 0,067 1,036 1,018 1,013 1,026 48 s. tr. st. 
ferricyanid | 0,133 1,039 1,016 1,024 | 1,027° 87 0. kein 
Bei dieser Reihe wurden die Viskositaten stets relativ gegeniiber der 
zugehérenden gleich konzentrierten Salzlésung bestimmt. 


Aus den Messungen ergibt sich (vgl. auch Abb. 4), daB bei gleichen 
Konzentrationen die Riickkehr zur Additivitat um so starker ist, je 
gréBer die Valenz des Anions ist. 


Wir haben versucht, auch hieran Messungen mit Bariumchlorid 
anzuschlieBen, erhielten aber starke Ausflockung, die offensichtlich 
durch Ausflockung der Nucleinséure selbst verursacht wird, da diese, 
mit Bariumchloridlésung gemischt, bereits milchige und ausflockende 
Sole lieferte. 

Bei qualitativen vergleichenden Versuchen iiber Klarung durch 
9) mg-Aquiv. Elektrolytlésungen (Endkonzentration) bei etwas anderem 
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Mischungsverhaltnis und etwas héherem py gliickte es aber, nach- 
zuweisen, da} die Triibung abnimmt in der Reihenfolge: 
MgCl, CaCl, Srl, BaCl, 


) » , » , » 


H,O > LiCl, NaCl, KCL > 


Gegenseitige Unterschiede zwischen den Kationen derselben Wertigkeit 
wurden nicht beobachtet. Es war nicht méglich, diese Reihe auf 
drei-, vier- oder sechswertige Kationen auszudehnen, da diese das 
Nucleinsaéuresol bereits bei sehr kleinen Konzentrationen ausflocken. 
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Abb. 4. 


Riickkehr zur Additivitit und Anionenyvalenz 


LO\ ( No 
0 = n. —_ ose ber 


Abszissen: Elektrolyt-Endkonzentrationen in n. 
r ’ 
Ordinaten: Prozente des additiven Verhaltens 100 ( 


Aus den in diesem Hauptstiick beschriebenen Versuchen geht 
hervor, daB die relativ geringen kapillarelektrischen Ladungen, die in 
physiologisch méglichem Elektrolytmilieu noch vorhanden sein kénnen, 
bei dazu geeigneten Kolloidkomponenten noch immer zur Bildung 
von Komplexkoazervaten fiihren kénnen. 


4. Komplexkoazervate bei physiologisch méglichen py- und Elektrolyt- 
bedingungen. 

Wir haben uns davon iiberzeugt, dab einige Komplexkoazervate, 
in denen Clupein der positive Komplexanteil ist, ebenfalls bei Gegen- 
wart von etwa 0,15 n Natriumchlorid gebildet werden. Dies ist 
z. B. bei der Kombination mit Casein, mit Thymus- und Hefenuclein- 
siure der Fall. 
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+. Zusammenfassung. 

1. Basische Eiweibstoffe als positive Kolloidkomponenten kénnen 
mit anderen negativen Kolloidkomponenten Komplexkoazervate im 
pu-Gebiet der physiologischen Méglichkeiten bilden. 

2. So wurden Komplexkoazervate zwischen Clupein einerseits, 
Gelatine, Ichthyocolla, kristallisiertem Eialbumin, Casein, Gummi 
arabicum, Thymus- und Hefenucleinséure andererseits erhalten. 

3. Bei der Kombination Clupein + Serumalbumin tritt gleich- 
zeitig oder unmittelbar darauf Denaturierung des Serumalbumins ein. 

4. Ein Beispiel fiir die Bildung von Komplexkoazervaten bei 
Gegenwart von physiologisch méglichen Neutralsalzkonzentrationen 
(0,167 n Natriumchlorid und 0,167 n Natriumchlorid + 0,005 n Calcium- 
chlorid) liefert die Kombination Gelatine + Thymusnucleinsaure. 

5. Nach dem kataphoretischen Verhalten der Koazervattropfen 
und dem Auftreten von Valenzreihen sowohl der Anionen als auch 
der Kationen bei der Aufhebung der Koazervation durch héhere 
Elektrolytkonzentrationen hat sich auch in diesem Falle gezeigt, dab 
der kapillarelektrische Gegensatz der beiden Kolloidkomponenten als 
architektonisches Moment des Komplexkoazervats noch stets ein Faktor 
von primarer Bedeutung ist. 

6. Bei den Kombinationen Clupein + Casein, Clupein + Thymus- 
nucleinsaure und Clupein + Hefenucleinsaure kénnen bei gleichzeitigem 
Erfiilltsein von physiologisch méglichem py und physiologisch méglichen 
Elektrolytkonzentrationen Komplexkoazervate entstehen. 

7. Infolgedessen halten wir es fiir méglich, da an dem Aufbau 
der lebenden Substanz neben Solen, Strukturelementen (Gelen, Fi- 
brillen usw.) und einfachen Koazervaten auch Komplexkoazervate sich 


beteiligen kénnen. 
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Zur Kenntnis der Komplex-koazervation. 


IV. Mitteilung: 


Das Verhalten von Komplexkoazervattropfen im elektrischen Felde. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat in Leiden.) 
(Eingegangen am 29. Mdrz 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

In den vorhergehenden Mitteilungen! tiber Komplexkoazervation 
hat sich immer wieder gezeigt, daB der kapillarelektrische Gegensatz 
der beiden das Koazervat bildenden Kolloidsubstanzen, der architekto- 
nische Faktor von allergréBter Wichtigkeit ist. Aus diesem Grunde 
war es von Interesse, das Verhalten von Komplexkoazervattropfen im 
elektrischen Felde naiher zu untersuchen. Es stellte sich heraus, da 
dabei nebeneinander drei Arten von Erscheinungen auftreten, namlich : 


1. Kataphorese, infolge deren die Koazervattropfen in ihrer Ganz- 
heit ihre Stelluang zur Umgebung andern, 

2. der Biichner- Effekt, infolge dessen sie ihre Form andern, 
3. die Desintegrationserscheinung, wobei Veranderungen im Innern 
der Tropfen auftreten, infolge welcher sich u. a. das Volumen der kom- 
plexen Koazervattropfen andert. 


2. Apparatur. 


Sei der Untersuchung der beiden letztgenannten Erscheinungen bei 
frei schwebenden Koazervattropfen machten wir Gebrauch von dem in 


! I. Mitteilung: H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, diese 
Zeitschr. 212, 318, 1930; Il. Mitteilung: H.G. Bungenberg de Jong und 
Ong Sian Gwan, ebendaselbst 221, 182, 1930; IIL. Mitteilung: H.G. Bungen- 
berg de Jong, W. A. L. Dekker und Ong Sian Gwan, ebendaselbst 221, 392. 
1930. 
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Abb. 1 auseinandergeschoben gezeichneten Apparat, der in seiner Gesamt- 
heit auf der Objekttafel eines horizontal gestellten Mikroskops mittels zwei 
Stiften (an der nicht sichtbaren Seite von Trommel / befestigt), die in die 
zwei Locher der Objekttafel gesteckt werden, befestigt werden kann. Die 
Trommeln J und J//, beide aus Messing, mit Zufithrungsréhrchen @ und ¢ 
und Abfiihrungsréhrchen 6 und d umschlieBen die Kiivette 77 und dienen 





Abb. 1. 


Heizmintel (1 und ILL) und Kiivette (11) auseinandergeschoben gezeichnet. 
Erklirung der Zeichen im Text 


dazu, diese letztere auf der gewiinschten Temperatur zu halten. Um dies zu 
erreichen, stroémt Wasser aus einem héher angebrachten Thermostaten 
infolge Hebelwirkung durch beide Trommeln und Jéuft darauf in einem 
freien Strahl aus in ein Sammelbecken, aus dem eine kleine Wasserpumpe 
es erneut in den Thermostaten zuriickpumpt (Abb. 2)... Trommel J ist 





| . S” ) Wasserpumpe 
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Abb. 2. 


Schema der Anordnung. 


zentral versehen mit zwei Glasfenstern, wahrend Trommel /// eine biichsen- 
formige Durchbohrung besitzt, in die das Objektiv (A von Zeiss) mit einem 
geringen Spielraum verschiebbar hineinragt. Die Kiivette wird durch die 
Klemmfederchen e und / gegen Trommel J befestigt und darauf Trommel /// 
mit Hilfe der Biigel i und k und den Stiften g und h daneben geschoben und 
mit Hilfe von ein paar kleinen Kautschukringen um a und ¢ bzw. 6 und d 
an ihrem Platze befestigt. An der Oberseite der Trommel //7 sind die 
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Stabchen / und m befestigt, tiber die hin die beiden Elektrodentrager » und o 
geschoben werden (Abb. 3). Diese letzteren tragen einen kleinen Messing- 
block mit Durchbohrung, in dem ein Glasréhrehen mit eingeschmolzenem 
Platindraht (p) und daran befestigtem diinnen biegsamen Metalldraht an der 
richtigen Stelle mit einem Schraubchen r festgemacht werden kann. Die 
beiden biegsamen Drahtchen stehen tiber zwei Quecksilberniaipfchen hin mit 
den Zuleitungsdrahten in galvanischer Verbindung. 

Die Kiivette (Abb. 3), die aus einem Objekttrager als Riickseite, 
zwei Glasbléckchen und auf MaB geschnittenen Objekttragern als Vorder- 
seite und Boden mit dem Khotinsky-Zement aneinandergekittet ist, enthalt 
nun an beiden Seiten zwei Bléckchen von etwa 3°, igem Agargel, die jede 
eine zentrale zylinderférmige Héhlung von 2mm Durchmesser besitzen. 
Diese Bl6ckchen werden an Ort und Stelle in die Kiivette gegossen, nachdem 
zentral darin ein glasernes Balkchen mit daran befestigtem und in die 
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Abb. 3. 
Kiivette mit einer Elektrode an Ort und Stelle gezeichnet. n» Elektrodentriger, der tiber 
das Stibchen / von Abb. 1 geschoben wird. — p die Platinelektrode, die in die Héhlung des 


Agarblickchens taucht. 


richtige Form gebogenem Kupferdraht angebracht ist. Nachdem die Agar 
lésung geronnen und einige Zeit verstrichen ist, entfernt man dieses Balkchen 
vorsichtig unter Wackeln, wobei es gewéhnlich gelingt, die beiden Agar- 
bléckchen unbeschadigt auf ihrem Platze in der Kiivette zuriickzulassen. 
Diinne Agarhautchen lings der Vorder- und Riickwand der Kiivette werden 
nun entfernt und lings der Riickwand zwischen die beiden Agarbléckchen 
ein dickes Glasscheibchen geschoben, das einerseits dazu dient, die Bléckchen 
auf ihrem Platze zu halten, andererseits die Tiefe der Kiivette zu verringern. 
Nach dem Zusammensetzen des ganzen Apparates laBt man die Elek- 
trodenhalter iiber die Stabchen / und » derart nach unten sinken, dali die 
Platindrahtchen in die zentralen Héhlungen der Agarbl6éckchen tauchen. 
Man fiillt diese Héhlungen von Anfang an mit destilliertem Wasser. 
Um Anhaufung von Elektrolyseprodukten soweit wie méglich zu_ ver- 
meiden, ist fiir den Fall, das man mit Gleichstrom arbeitet, ein Kommutator 
in die Zuleitungen eingeschaltet, und man sorgt dafiir, daB vor jeder Beob- 
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achtungsperiode, die iibrigens gewéhnlich nur kurz (z. B. 10 Sekunden 
oder weniger) dauert, die Stromrichtung gewechselt wird. Die zu unter- 
suchende Fliissigkeit bringt man mit einer 1 cem-Pipette in die Kiivette und 
entleert diese nach der Beobachtung mit einem gebogenen Glasréhrechen, 
das durch einen Schlauch (mit Klemme) mit einem Unterdruckbehalter 
verbunden ist. Auf diese Weise kann man die Kiivette an Ort und Stelle 
auch ausspiilen, ohne den Apparat auseinandernehmen zu missen. Von 
Zeit zu Zeit ist es aber nétig, neue Agarbléckchen in die Kiivette zu gieBen, 
da die alten auf die Dauer doch zu weich werden und abbréckeln. 


3. Die Kataphorese von Komplexkoazervattrépfehen im Gleichstromfelde. 

Bei der Besprechung der in Abschnitt | unter 1. und 3. genannten 
Erscheinungen wird sich zeigen, daB die Richtung, in der die Bewegungen 
im Gleichstromfelde bei Komplexkoazervattropfen stattfinden, die bei 
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; 


Kataphoretisches Verhalten der Komplexkoazervattrépfehen als Funktion des 
Mischungsverhaltnisses erlautert an einer Additivitiitskurve (Schema) 


Uy ’ 
ls p le 
Ordinaten: 100 | - } : { } Abszissen: Mischungsverhiltnis. 
No exp. \ Ne—", /ber. 
Das Minimum der Kurve liegt beim Mischungsverhiltnis der optimalen Koazervation und 


— geben die Ladung der Koazervattropfen an. 


Mischung von zwei isohydrischen Solen entstanden sind, abhangt von 
dem Mischungsverhaltnis, und zwar umkehrt bei dem Mischungs- 
verhaltnis der optimalen Koazervation. Der Ubersichtlichkeit wegen 
wollen wir daher diese Erscheinungen an Hand einer ,,Additivitats- 
kurve! (Abb. 4) behandeln. Die hier abgebildete. jedoch etwas schemati- 


\ H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, 1. c. 
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sierte Kurve gilt fiir die Mischung eines 0,67 °,,igen Gelatinesols mit 
einem 0,67°,,igen Gummi-arabicum-Sol, die beide ein py = 3,46 
besaBen. 


Das Minimum dieser Kurve fallt mit dem Mischungsverhaltnis der 
optimalen Koazervation zusammen, wobei nicht allein die Tropfen am 
leichtesten zusammenflieBen, sondern auch das Gesamtvolumen! des 
entstandenen Komplexkoazervats maximal ist. Infolgedessen ist 
der Verlauf der Additivitaétskurve in diesem einfachsten? Falle gleich- 
zeitig ein annaihernder Mafstab fiir die Intensitaét der Komplex- 
koazervation. 


Bei Mischungsverhaltnissen links von diesem Minimum ist noch 
ein effektiver Uberschu8 von Gelatineteilchen, bei Mischungsverhilt- 
nissen rechts dagegen ein effektiver Uberschu8 von Gummi-arabicum- 
Teilchen vorhanden. Es ist nun nicht befremdend, da®B diese in der 
Gleichgewichtsfliissigkeit in effektivem Uberschu8 vorhandenen Teilchen 
auch die Oberflache der Komplexkoazervattropfen bekleiden und ihnen 
ihr kataphoretisches Verhalten aufprigen. So fanden wir bereits bei 
den Kombinationen Serumalbumin + Gummi arabicum’, Gelatine 
+ Natriumnucleinat* und in letzter Zeit auch bei der Kombination 
Gelatine + Gummi arabicum, daB die Koazervattropfen bei Mischungs- 
verhaltnissen zwischen den optimalen und der positiven Kolloid- 
komponente positiv geladen, und bei Mischungsverhaltnissen zwischen 
den optimalen und der negativen Kolloidkomponente negativ ge- 
laden sind, 


4. Der Biichner-Effekt bei frei schwebenden Komplex- 
koazervattrépichen. 


Bringt man in die Kiivette des in Abschnitt 2 beschriebenen A pparates 
ein Komplexkoazervat (z. B. bestehend aus Gelatine + Gummi 
arabicum), suspendiert in seiner Gleichgewichtsfliissigkeit, so beob- 
achtet man, daB die urspriinglich véllig runden Tropfen bei Anlegung 


1 Dieser schon friiher vermutete Zusammenhang zwischen Minimum 
der Additivitaétskurve und Maximum des Koazervatvolumens wurde in- 
zwischen experimentell bestitigt bei der Kombination Gelatine + Gummi 
arabicum. 

* Wenn die eine Kolloidkomponente eine kleine Elektrolytmenge 
enthalt, braucht das Minimum der Additivitétskurve nicht mehr mit der 
optimalen Koazervation zusammenzufallen. Vgl.G. H. Bungenberg de Jong 
und Ong Sian Gwan, 1. c. 

3 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, 1. c¢. 

4 H. G. Bungenberg de Jong, W. A. L. Dekker und Ong Sian 
Gwan, |. c. 
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eines geniigend starken elektrischen Feldes (z. B. 100 Volt) sich zu 
Scheiben abplatten, deren Flache senkrecht zur Feldrichtung steht 


(Abb. 5). 
ney SBae eS 
Oo U,0 


Abb. 5. 


Biichner-Effekt bei Komplexkoazervattrépfehen. Bei Anlegung des Feldes 
werden die kugelférmigen Tropfen zu Scheiben deformiert, deren Fliche 
senkrecht zur Richtung des Feldes steht. 


Nach Unterbrechung des Feldes kehren sie wieder zur Kugelform 
zuriick. Alle weiteren Eigentiimlichkeiten weisen darauf hin, da8 wir 
es hier bei den Komplexkoazervattropfen mit derselben Erscheinung 
zu tun haben, wie sie Biichner! und van Royen vor kurzem bei Fliissig- 
keitsstrahlen und Fliissigkeitstropfen beschrieben. So erfolgt die Defor- 
mation sowohl in einem Gleichstrom- als auch mit einem Wechsel- 
stromfelde. (Fiir die klare Beobachtung verdient in unserem Falle 
aber das Wechselstromfeld den Vorzug, weil hiermit die im folgenden 
Abschnitt zu beschreibenden Desintegrationserscheinungen auf ein 
Minimum beschrinkt werden.) 

Weiter werden groBe Tropfen viel leichter deformiert als kleine, 
und die Deformation nimmt in viel starkerem MaBe als der angewandte 
Potentialunterschied zu. So sahen wir die Abplattung nicht mehr 
deutlich bei dem Komplexkoazervat aus Gelatine + Gummi arabicum 
bei 42°, wenn Potentialunterschiede kleiner als 30 Volt (Elektroden- 
abstand 2cm) angelegt wurden. Bei 40 Volt war die Abplattung 
schwach zu sehen, bei 60 Volt aber bereits sehr deutlich. Die Tatsache, 
daB die Tropfen sich senkrecht zum Felde abplatten, wiirde darauf 
hinweisen, daB die Leitfahigkeit des komplexen Koazervats kleiner 
ist als die der Gleichgewichtsfliissigkeit. Dies haben wir in der Tat 
bei der Kombination Gelatine + Gummi arabicum bestatigt gefunden. 
(Die zwei Sole, jedes 4°,ig und mit einem py von etwa 3,4, wurden 
bei 42° im Verhaltnis von etwa 1:1 vermischt. Nach dem Absetzen 
der Koazervattropfen erhielten wir zwei véllig klare Fliissigkeits- 
schichten: Die Gleichgewichtsfliissigkeit als obere Schicht besa in 
einem WiderstandsgefiB bei 42° einen Widerstand von 904 Ohm, 
das Koazervat, die untere Schicht, in demselben GefiB gemessen, 
einen Widerstand von 1009 Ohm.) 

Die Kombination Gelatine + Gummi arabicum gehért wohl zu 
denen, die den Biichner-Effekt am leichtesten zeigen. Einige komplexe 


1 BE. H. Biichner und A. H.H. van Royen, Kolloid-Zeitschr. 49, 249, 
1929. 
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Koazervate erfordern die Anlage eines gréBeren Potentialunterschiedes, 
bevor der Biichner-Effekt deutlich sichtbar wird. So z. B. Serum- 
albumin + Gummi arabicum und Clupein + Eialbumin, bei denen man 
bei 40° erst mit 220 Volt den Effekt deutlich auftreten sieht. Bei allen 
iibrigen war die Erscheinung mehr oder weniger deutlich, und die 
Abplattung lag stets in derselben Richtung, wie wir sie bereits bei 
der Kombination Gelatine + Gummi arabicum wahrnehmen. In 
Tabelle I geben wir die untersuchten Kombinationen und dabei 
schatzungsweise die relative Intensitat des Effektes wieder. 


Tabelle J. 


Der Biichner-Effekt bei einigen Komplexkoazervaten. 





a itensité 
Nr s+ Negative Komplexkomponente vies 
; 
1 Gelatine Gummi arabicum poppe 
2 Ichthyocolla od . a ea ae 
3 Gelatine Thymus-Nucleinsaure * a+. 4 
4 “ m (NaCl) ** +++ 
5 ‘: ‘ (NaCl + CaCl,)*** | +++ 
6 Ichthyocolla ‘ +++ 
7 “ (NaCl) ** +4+-4 
8 " ef (NaCl + CaCl,) *** +44 
9 Gelatine Hefe-Nucleinsaure + at 
10 Ichthyocolla . ++ 
11 Clupein Gummi arabicum eaiaa 
12 . Gelatine soe 
13 . Ichthyocolla ++ 
14 Kialbumin +7 Gummi arabicum +4 
15 Serumalbumin 7 ‘ ‘ + 
16 Clupein Kialbumin + 


* Dargestellt nach dem von Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 261, 1914, an- 
gegebenen Verfahren. 
** Bei Gegenwart yon 0,15 n Natriumchlorid. 
*** Bei Gegenwart von 0,15 n Natriumchlorid + 0,005 n Caleiumchlorid. 
+ Wir benutzten Na-Nucleinat aus Hefe von Merck !. 
++ Durch Kristallisation gereinigte Priparate. 


Einige Komplexkoazervate konnten wir nicht auf den Biichner- 
Effekt untersuchen (Kombinationen von Clupein mit Thymusnuclein- 
siure, Casein und Serumalbumin), weil sie nur in zu kleinen und (oder) 
zu wenig fliissigen Trépfchen erhalten werden konnten. 

Es ist ferner merkwiirdig, da wir den Biichner-Effekt bei den bis 
jetzt darauf untersuchten einfachen Koazervaten (isoelektrisches 
Gelatinesol + Alkohol, isoelektrisches Gelatinesol + Resorcin, isoelek- 
trisches Gelatinesol + Natriumsulfat) noch nicht haben wahrnehmen 
kénnen. Fir das Koazervat aus Gelatinesol +- Natriumsulfat verfiigen 


1 Binnen kurzem werden wir im 49. Band des Rec. Trav. Chim. (1930) 
eine Notiz iiber das kolloide Verhalten dieses Sols veréffentlichen. 
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wir tiiber Analysen, aus denen hervorgeht, daB die Natriumsulfatkonzen- 
trationen nicht nur absolut, sondern auch relativ (d.h. bezogen auf 
Na, SO, + H,O) im Koazervat merklich kleiner sein kénnen (z. B. in 
der GréBenordnung von 10 bis 20°.) als in der Gleichgewichtsfliissig- 
keit, so da8B man von vornherein auch hier den Biichner-Effekt wiirde 
erwarten kénnen. Es ist aber denkbar, daB, selbst wenn die Bedin- 
gungen fiir das Zustandekommen des Biichner-Effekts (Unterschied 
in der Leitfahigkeit von Koazervat und Gleichgewichtsfliissigkeit) ver- 
wirklicht sind, wenigstens in den ziemlich kurzen Beobachtungszeiten, 
die mit unserer Apparatur méglich und zulassig sind, eine meBbare De- 
formation nicht zustande kommen kann, wenn die Koazervattropfen sehr 
zahfliissig sind. Die Abstufungen in Tabelle I, was die Intensitat der 
Biichner-Erscheinung betrifft, brauchen also nicht ausschlieBlich auf 
Schwankungen im Unterschied in der Leitfahigkeit der Koazervatgleich- 
gewichtsfliissigkeit zu beruhen, sondern kénnen ebensosehr durch Unter- 
schiede in der Zahflissigkeit des Koazervats selbst verursacht sein. 
Bestimmte Einzelheiten der Desintegrationserscheinung (Abschnitt 5) 
werden unsere Vermutung in dieser Hinsicht bestarken. 


5. Die Desintegrationserscheinung bei sehwebenden Komplexkoazervat- 
trépfchen. 


Bei der Untersuchung des Biichner-Effekts ist die Anwendung des 
Wechselstromfeldes der des Gleichstromfeldes vorzuziehen. In diesem 
Hauptstiick bilden nun die Stérungen, die in dem Zustand eines 
Komplexkoazervatsystems auftreten, den Untersuchungsgegenstand. 
Wenn man ein Komplexkoazervat aus Gelatine + Gummi arabicum in 
ein Gleichstromfeld von 100 Volt bringt, so beobachtet man, dab 
anfangs zwar der Biichner-Effekt auftritt, daB aber bald alle groBen 
Tropfen verschwunden sind und jetzt an ihrer Stelle eine auBerordentlich 
groBe Anzahl aduBerst feiner Trépfchen entstanden ist, wodurch das 
Gesichtsfeld ein gleichmaBiges, mattes Aussehen annimmt. Lat man 
die Mischung jetzt einige Zeit in Ruhe, so treten langsam wieder gut 
sichtbare Tropfen auf, ein Beweis dafiir, daB die Anderungen, die das 
Gleichstromfeld hervorgebracht hat, grundsatzlich infolge der ungeord- 
neten Warmebewegung umkehrbar sind. Die oben beschriebene Er- 
scheinung, die wir ferner mit dem Ausdruck Desintegrationserscheinung 
andeuten wollen, tritt bei einem Felde von 100 Volt aber so schnell 
ein, daB weitere Einzelheiten der Beobachtung gewéhnlich entgehen. 

Uberdies wird diese durch die starke Deformation der Koazervat- 
tropfen infolge des Biichner-Effekts erschwert. Da diese Deformation 
mit einer Verminderung der Starke des angelegten Feldes rasch ab- 
nimmt (beim Biichner-Effekt sind die deformierenden Krafte dem 
Quadrat des angelegten Potentialunterschiedes proportional), fihrt 
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Erniedrigung des Feldes lauf 40 bzw. 20 Volt zu dem gewiinschten 
Ergebnis. 


Im folgenden geben wir ein vollstandiges Protokoll iiber das, was wir bei 
42° bei Mischungen von 0,66% iger Gelatine von pq = 3,48 mit 0,66°%, igem 
Gummi arabicum von py = 3,44 beobachteten. 

Mischungsverhialtnis in Prozenten. 
33,3°, Gummi-arabicum-Sol. Trépfchen, positiv geladen, aber zu klein, 

um Einzelheiten wahrnehmen zu kénnen. Bei 100 Volt schwacher 

Biichner-Etfekt, wobei die Tropfen infolge von Desintegration duBerst 

klein werden. 

40% Gummi-arabicum-Sol. Koazervattropfen sind positiv geladen. Bei 
20 Volt langsame Vakuolenbildung. Kleine Vakuolen bilden ab und zu, 
bevor sie zusammenflieBen, eine ,Aquatorialscheibe“, das heiBt, sie 
liegen geordnet in einer Scheibe senkrecht zur Richtung des Feldes. 
Diese Erscheinung ist aber bei diesem Mischungsverhiiltnis nicht 
so deutlich. 

Bei 40 Volt schwacher Biichner-Effekt. Die Vakuolen treten viel- 
fach zusammen, bewegen sich in den Tropfen nach der Seite der nega- 
tiven Elektrode hin und treten an dieser Seite aus den Tropfen heraus. 
Der Inhalt der Vakuole ist voéllig mit der Gleichgewichtsfliissigkeit 
mischbar. 

In kurzem Abstande von dem Koazervattropfen entsteht an der 
Seite der positiven Elektrode ein Kranz auBerst feiner, neuer Trépfchen 
in der Gleichgewichtsfliissigkeit. 

50% Gummi-arabicum-Sol. Ladung der Koazervattropfen zweifelhaft. 

20 Volt: Bildung von Vakuolen, die zu einer groBen zusammen- 
flieBen, die schwer sowohl an der Seite der negativen als auch an der der 
positiven Elektrode austritt. Nur ab und zu bilden die kleinen 
Vakuolen, bevor sie zusammenflieBen, eine  ,,Aquatorialscheibe“ 
(meist bei groBen Tropfen). 

40 Volt: Ungefahr dasselbe wie bei 20 Volt, auBerdem schwacher 
Biichner-Effekt. 

60 Volt: Deutlicher Biichner-Effekt, ferner breite ,,Aquatorial- 
scheibe“, keine ausgesprochene Neigung zum ZusammenflieBen der 
Vakuolen. 

60°, Gummi-arabicum-Sol. Koazervattropfen negativ geladen. 

20 Volt: Bildung von Vakuolen sowie einer Aquatorialscheibe, 
kleine Vakuolen flieBen zu einer groBen zusammen, die dazu neigt, 
an der Seite des positiven Pols auszutreten. 

40 Volt: Deutlicher Biichner-Effekt; Vakuolen flieBen nicht 
zusammen (héchstens nur vereinzelt). Bildung eines Kranzes von 
neuen kleinen Trépfchen in der Gleichgewichtsfliissigkeit an der 
Seite des negativen Pols. 

60 Volt: Dieselben Erscheinungen in verstarktem MaBe. 

66,7°% Gummi-arabicum-Sol. Koazervattropfen negativ geladen, zu klein, 
um Einzelheiten wahrzunehmen. Bei 100 Volt schwacher Biichner- 
Effekt und infolge von Desintegration Bildung von auferst kleinen 
Trépfchen. 


Fiir das hier ausfiihrlicher beschriebene Beispiel gilt der Verlauf 
der in Abb. 4 schematisch abgebildeten Additivitaétskurve ziemlich 
genau. Das 40°.ige Gemisch liegt auf dem linken Ast, die Koazervat- 
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tropfen sind positiv geladen. Die 50°, ige Mischung liegt sehr nahe 
bei dem Mischungsverhaltnis von optimaler Entmischung, das Zeichen 
der Ladung ist zweifelhaft. Es wurde eine schwach positive Ladung 
gefunden. Das 60 °,,ige Gemisch liegt auf dem rechten Ast, die Koazervat- 
tropfen sind negativ geladen. 

Was nun bei Einsicht in das Protokoll sich zeigt und was wir 
bei anderen daraufhin untersuchten Kombinationen stets wieder fanden, 
ist, daB die Vorginge bei der Desintegrationserscheinung fiir das Ge- 
misch auf der linken Seite das Spiegelbild dessen sind, was auf der 
rechten Seite stattfindet. Wenn also die Tropfen positiv geladen sind 
(Feld I von Abb. 4), treten Vakuolen an der Seite der negativen Elektrode 
aus; sind sie aber negativ geladen (Feld II, Abb. 4), so treten sie an 
der Seite der positiven Elektrode aus. Dasselbe gilt in gleichem 
Mae fiir die Bildung des Kranzes kleiner Trépfchen an der auBeren 
Seite der Koazervattropfen: sind diese selbst positiv geladen (Feld [), 
so geschieht dies an der Seite der positiven Elektrode, sind sie jedoch 
negativ geladen (Feld II), so geschieht dies an der Seite der negativen 
Elektrode (vgl. Abb. 6). 


Koacervattropfthen positiv Koacervattropfchen negativ 
[Feld I, Fig. Le I, Fig. 4] 
= 


4 (9 
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4+ C3 » 
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Abb. 6. 


Schematisches Bild einiger wesentlicher Einzelheiten des Desintegrationsvorganges eines 
Komplexkoazervates im Gleichstromfelde. 
A = Anfangszustand: Tropfen homogen. B = Es entstehen Vakuolen (hier nur eine grobe 
gezeichnet), die sich nach einer Seite hin bewegen und schlieBlich (C) aus der Oberfliiche des 
Tropfens herausquellen. Diese zerreift dann, wobei der Inhalt sich ohne sichtbare Erschei- 
nungen mit der Gleichgewichtsfliissigkeit mischt (D), worauf der Tropfen sich wieder ab- 
rundet (E). An der gegentiberliegenden Seite entstehen sehr kleine Koazervattriépfehen in 
der Gleichgewichtsfliissigkeit. 
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Bei dem Mischungsverhialtnis optimaler Koazervation, wenn also 
keine Ladung vorhanden ist, erhalt man einen nicht typischen Zwischen- 
zustand. 

Wir haben auch bei anderen Komplexkoazervaten das Verhalten 
im Gleichstromfelde untersucht und geben in Tabelle II die Ergebnisse 
wieder. Wir beschrankten uns darauf, der Frage nachzugehen, welche 
der folgenden vier Erscheinungen vorhanden waren: Vakuolisation; 
Bildung einer Aquatorialscheibe; Austritt von Vakuolen; Bildung eines 
Kranzes von sehr kleinen Trépfchen an der entgegengesetzt liegenden 
Seite. 

Bei einzelnen (Nr. 2 und 3) haben wir uns auBerdem noch davon 
iiberzeugt, daB die Erscheinung, was die Richtung betrifft, sich auch 
in der Tat umkehrt, wenn die Ladung der Koazervattropfen ihr Vor- 
zeichen andert. 

Die Vakuolisation haben wir bei allen darauf untersuchten Kom- 
binationen gefunden. Eine oder mehrere der iibrigen Einzelheiten 
haben wir aber bei einigen Kombinationen nicht sehen kénnen. Dies 
kann Zufall gewesen sein, da die Bedingungen dafiir vielleicht un- 
giinstig gewesen sind. Wir glauben indes, daB dies darauf hinweist, 
daB bei den Kombinationen die betreffenden Erscheinungen in der 
Tat schwierig in mikroskopischen Dimensionen zu verwirklichen sind. 
Es ist wohl kein Zufall, daB mehr oder weniger parallel damit die 
Biichner-Erscheinung in diesen Fiillen ebenfalls schwieriger zu ver- 
wirklichen ist (vgl. Tabelle II mit Tabelle I). 

Wenn die Komplexkoazervatfliissigkeit sehr zahfliissig ist, liegt es 
ja auf der Hand, daB® die Vereinigung von sehr kleinen Vakuolen zu 
gréBeren!, die Verlagerung von Vakuolen durch das Koazervat (Aqua- 
torialscheibe bzw. Wanderung nach der einen Seite hin), das Hervor- 
quellen und Durchbrechen sehr erschwert, wenn nicht vollstandig ver- 
hindert wird. 

Bei den bis jetzt untersuchten einfachen Koazervaten haben wir 
die Desintegrationserscheinung nicht beobachtet. Im Gegensatz zu 
dem in Abschnitt4 iiber den Biichner-Effekt Gesagten ist dieser 
Unterschied im Verhalten von einfachen und Komplexkoazervaten 
unseres Erachtens von grundsatzlicher Bedeutung. 


6. Vorlaufige Theorie des Desintegrationsvorganges. 


Durch ein ungliickliches Zusammentreffen von Umstanden sind 
die von uns beabsichtigten Analysen der Koazervat- und Gleichgewichts- 
fliissigkeiten der Kombination Gelatine + Gummi arabicum noch nicht 


1 In diesem Falle verrait die Vakuolisation sich durch das Undurch- 
sichtigwerden des ganzen Tropfens 
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fertiggestellt worden, so daB unsere Kenntnis der stofflichen Zusammen- 
setzung der beiden Schichten nicht mit als Ausgangspunkt fiir eine ins 
einzelne gehende Erklarung des Desintegrationsvorganges dienen kann. 
Nach unserer Meinung mu8 als Ausgangspunkt die Voraussetzung 
gewahlt werden, daB die beiden Kolloidkomponenten im Koazervat 
ihre Ladung behalten haben (eine SchluBfolgerung, zu der wir in den 
drei vorhergehenden Mitteilungen stets wieder gekommen sind) und 
bei Anlegung des Gleichstromfeldes unabhingig voneinander in ent- 
gegengesetzter Richtung zu wandern beginnen. 

Wir miissen nun annehmen, daB die eine Kolloidkomponente, die 
mit der AuBenoberfliche der Koazervattropfen gleichnamig geladen ist, 
nicht oder schwierig durch dieses adsorbierte Oberflichenhautchen ge- 
langen kann, wohl aber die andere Kolloidkomponente, die somit das 
Koazervat also nach auBen hin verlassen kann. Diese letztere bildet 
mit der in der Gleichgewichtsfliissigkeit effektiv im UberschuB vor- 
handenen, entgegengesetzt geladenen Kolloidkomponente aufs neue 
Koazervattrépfchen. Es ist aber auch méglich, daB sie bereits mit 
den Kolloidteilchen des adsorbierten AuBenhaiutchens aufs neue zu- 
sammentreten, wodurch dann dieses Hiiutchen selbst fortlaufend des- 
integriert. 

Die mit der AuBenoberfliche gleichnamig geladene Komponente, 
welche nicht oder nicht schnell genug das umhiillende Hautchen nach 
auBen hin passieren kann, muB dennoch das Koazervat verlassen, weil 
auch die andere Kolloidkomponente es verlassen hat. Die Folge da- 
von ist, daB sie sich in Solform als Vakuole abscheidet. Diese 
Vakuolen kataphoretisieren in ihrer Gesamtheit im Koazervat, und 
wenn die Vakuolenhaut in innige Beriihrung mit der AuBenhaut kommt, 
verschwindet die Bedingung fiir die Aufrechterhaltung dieser beiden 
Hautchen. Das Hautchen dispergiert an Ort und Stelle, wodurch 
der Vakuoleninhalt sich mit der Gleichgewichtsfliissigkeit mischen kann. 

Diese Auslegung, die wir aber nur als vorliufig bezeichnen méchten, 
bietet gleichzeitig eine Erklirung dafiir, warum bei Umkehrung der 
Ladung der Koazervattropfen die Erscheinungen im Spiegelbild verlaufen. 

Eine Schwierigkeit scheint in der Tatsache zu liegen, dab, trotz- 
dem das elektrische Feld desintegrierend auf einen Komplexkoazervat- 
tropfen wirkt, nichtsdestoweniger neue (aber sehr kleine) Komplex- 
koazervattrépfchen dabei entstehen kénnen. Wir halten es aber fiir 
wahrscheinlich, daB zu jedem Potentialabfall eine TropfengréBe gehért, 
die infolge des Gleichwerdens von allseitig gerichteter Hinzudiffusion 
der Komplexkomponenten und einseitig gerichteter Desintegration 
stationér bleiben kann. Dazu miissen wir aber annehmen, daB bei 
abnehmendem Kriimmungsradius des Tropfens die effektive Diffusion 
nach der Oberfliche hin zunimmt. 
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Wir halten die Zeit noch nicht fiir gekommen, um tiber andere 
beobachtete Einzelheiten (Einflu8B des Potentialabfalles, die Stelle, wo 
die Vakuolen zuerst sichtbar werden, Rotation der Koazervatflissigkeit 
innerhalb der sie umhiillenden auBeren Begrenzung, Bildung einer 
Aquatorialscheibe) hier eine Auslegung zu geben, wollen aber zu 
gelegener Zeit auch hierauf zuriickkommen. 


7. Biologische Bedeutung der Desintegrationserscheinung. 


In der dritten Mitteilung dieser Reihe besprachen wir die Méglich- 
keit, daB an dem Aufbau der lebenden Materie neben Solen, Struktur- 
elementen (Gelen, Fibrillen usw.) und einfachen Koazervaten auch 
Komplexkoazervate teilnehmen kénnten. Im Zusammenhang damit 
ist es nun interessant, daB Vakuolisationserscheinungen des Proto- 
plasmas im elektrischen Felde sowohl bei Tier-' als auch bei Pflanzen- 
zellen!, 2 beobachtet worden sind, wihrend auch ein kérniger Zerfall* 
des Protoplasmas beschrieben ist. 

Es ist daher unserer Meinung nach von Bedeutung, die Desinte- 
grationserscheinung bei Komplexkoazervaten eingehender zu _ unter- 
suchen. 

8. Zusammenfassung. 

1. Entsteht ein Komplexkoazervat bei Mischung von zwei iso- 
hydrischen entgegengesetzt geladenen hydrophilen Solen, so ist das 
kataphoretische Verhalten dieser Koazervattropfen auf den beiden Seiten 
des Mischungsverhiltnisses der optimalen Koazervation verschieden. 
Sie sind positiv geladen bei Mischungsverhiltnissen, bei denen der 
Anteil der positiven Komponente gréBer ist, negativ, wenn derselbe 
kleiner ist als beim Mischungsverhiltnis der optimalen Koazervation. 

2. Bei allen 16 untersuchten Kombinationen wurde beobachtet, 
daB die Komplexkoazervattropfen sich in einem geniigend starken 
elektrischen Felde zu Scheiben abplatten, deren Flache senkrecht zu 
der Richtung des Feldes steht. Dies ist dieselbe Erscheinung, die 


E. H. Biichner und A. H. H. van Royen vor kurzem bei Fliissigkeits- \ 


strahlen und Flissigkeitstropfen beschrieben, und kommt durch einen 
Unterschied in der Leitfaihigkeit zwischen Koazervat und Gleich- 
gewichtsfliissigkeit zustande. In Ubereinstimmung mit der Richtung, 
in der die Abplattung erfolgt, ergab sich dann auch bei einem darauf 
untersuchten Falle, daB die Leitfihigkeit des Koazervats kleiner war 
als die der Gleichgewichtsfliissigkeit. 


1 L. Heilbrunn, The Colloid Chemistry cf Protoplasma, 8. 235, 236. 
Gebriider Borntraeger, Berlin 1928. 

2 EB. Kiister, Pathologie der Pflanzenzellen, I, S. 148. Gebriider Born- 
traeger, Berlin, 1929. 

* Zum Beispiel: Max Verworn, Piliigers Arch. 62, 415, 1896. 
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3. Im Gleichstromfelde zeigen in allen 16 darauf untersuchten 
Kombinationen die Komplexkoazervattropfen eine oder mehrere der 
unter 4. zu erwaihnenden morphologischen Einzelerscheinungen, die 
wir als Desintegrationserscheinung zusammenfassen. 

4. Als maximale Anzahl dieser Einzelerscheinungen konnten bis 
jetzt unterschieden werden: 


a) Die Bildung von kleinen Vakuolen in den Koazervattropfen. 

b) Rotationsstrémungen in den Koazervattropfen. 

c) Voriibergehende oder bleibende Anordnung von Vakuolen in 
einer Scheibe (oder mehreren) im Innern des Koazervattropfens senk- 
recht zur Feldrichtung. 

d) ZusammenflieBen von kleineren Vakuolen zu gréBeren. 

e) Verlagerung der Vakuolen an die eine Seite der Tropfen in 
der Richtung des Feldes. 

f) Hervorquellen der Vakuole durch die auBere Begrenzung des 
Koazervattropfens. 

g) Verschwinden der Lamelle zwischen hervorquellender Vakuole 
und Gleichgewichtsfliissigkeit. 

h) Mischung des Vakuoleninhaltes mit der Gleichgewichtsfliissigkeit 
ohne sichtbare Folgen. 

i) Abrundung der Einbuchtung der Vakuole zu einer neuen kon- 
vexen AuBenbegrenzung der Tropfen. 

j) Entstehung eines Kranzes von sehr kleinen neuen Koazervat- 
trépfchen an der Seite, die der gegeniiberliegt, an welcher die Vakuolen 
austreten. 


5. Wenn die Koazervattropfen positiv geladen sind, erfolgen die 
in 4. unter e) bis i) aufgezihlten Erscheinungen in der Richtung oder 
an der Seite der negativen Elektrode, die in 4. unter j) genannte Er- 
scheinung an der Seite der positiven Elektrode. 

Sind die Komplexkoazervattropfen aber negativ geladen, so gilt 
das Umgekehrte. 

6. Eine vorliufige Theorie der Desintegrationserscheinung wurde 
aufgestellt. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


In neuester Zeit realisierten wir auch Komplexkoazervate mit 
Phosphatiden als negativen und EiweiBkérpern als positiven Komplex- 
komponenten, die im elektrischen Felde prinzipiell dasselbe Verhalten 
wie oben dargelegt zeigen. 








Uber einige Versuche zur Girung von Hefezellen mit verinderter 
Durchlissigkeit der Membran. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Karl Meyer. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im folgenden soll iiber einige Versuche berichtet werden, die im 
AnschluB an die Frage der Beeinflussung der Stoffwechseltatigkeit von 
Hefezellen durch wasserunlésliche Stoffe gemacht wurden. Aus zwingen- 
den aiuBeren Griinden erfolgt die Publikation schon in dem jetzt vor- 
liegenden unfertigen Stadium. 


Die Durchlassigkeit von Zellmembranen stellt eine sehr wenig 
geléste Frage dar. Zur Erklirung der Durchlassigkeit werden meist 
elektrostatische Vorstellungen herangezogen, besonders in den diesem 
Problem gewidmeten Modellversuchen. Die chemische Erklarung der 
Durchlassigkeit ist diesen Vorstellungen in der letzten Zeit stark ge- 
wichen. Wir versuchten nun im AnschluB an Fragen der Beeinflussung 
der Lebensvorginge von Zellen durch wasserunlésliche Stoffe eine 
Einwirkung auf die Zellmembran durch lipoide Substanzen, besonders 
pflanzliche Ole, zu erzielen. 

Schiittelt man Backer-, Bier- oder Acetontrockenhefen, die in Phos- 
phatlésung suspendiert sind, mit Olivenél oder mit Olsaure, so erhalt man 
eine Suspension von Zellen, die mit einem Olmantel von geringerer oder 
gréBerer Dicke umgeben sind. Farberisch zeigt sich, daB alle Zellen von 
einer Olhaut iiberzogen sind. Lést man in Ol einen lipoiden Farbstoff, 
z. B. natiirliches Chlorophyll, das in die wisserige Phase auch nicht 
spurenweise iibergeht, so zeigen besonders lebende Zellen unter dem 
Mikroskop, daB der Farbstoff eingetreten ist und sich im Protoplasma 
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gelést befindet, besonders wenn man die Zellsuspension einige Zeit 
stehen laBt. Zellen der gleichen Probe ohne Ol wurden zur Kontrolle mit 
Methylenblau angefarbt, wobei nur ein geringer Bruchteil als abgestorben 
zu erkennen war. Die mit Ol behandelten Hefen zeigten in Zuckerlésung 
deutliche Sprossung. 


Es wurde nun versucht, ob die mit Ol behandelten Hefen zu atmen 
und zu giren imstande waren. Die Atmung lebender Hefen (Backer- und 
untergarige Bierhefen) wird durch den Olzusatz gehemmt, wahrend die 
Garung um etwa den gleichen Betrag gesteigert ist. Auffallend war 
dagegen das Verhalten von Acetontrockenhefen, die aus untergiriger 
Hefe nach der bekannten Methode dargestellt waren. Diese Hefen atmeten 
nicht mehr. Die Garung in Phosphatpuffer war sehr schwach. Gab man 
zu der in Phosphatpuffer suspendierten Hefe Ol, so stieg die Gar- 
geschwindigkeit bis zum zehnfachen Betrag der Garung in rein wasseriger 
Loésung an. 


Zur theoretischen Erklarung des Phinomens kann man verschiedene 
Méglichkeiten diskutieren. Wenn der geschwindigkeitsbestimmende 
Faktor die Diffusion des Zuckers durch die Membran ist, so ware 
anzunehmen, daB die Gargeschwindigkeit in dem lipoiden System sehr 
stark herabgesetzt ist. Die Diffusion des Zuckers durch eine Olschicht ist 
sicher auBerordentlich gering, weil die Léslichkeit des gewéhnlichen 
Zuckers in Ol eine sehr geringe ist. Bei nicht intakten Hefen (Aceton- 
hefen) kann die Diffusion des Zuckers nicht der langsamste Vorgang sein, 
da damit die Beschleunigung durch Olzusatz unvereinbar ware. Trotz- 
dem kénnte man diese Vorstellung noch begriinden oder mindestens noch 
als Arbeitshypothese gelten lassen, wenn man annimmt, daB der Zucker 
an der normalen und an der Olgrenzschicht in eine lipoidlésliche Form 
umgelagert oder orientiert adsorbiert wird, eine Vorstellung, die nach 
den Modellversuchen von D. Deutsch! als durchaus méglich erscheint. 
Zur Entscheidung wurde ein Versuch angesetzt, wobei die Siebplatte 
eines gut getrockneten Patentgoochtiegels mit Olivenél impragniert 
wurde. Dariber wurde eine 3°,,ige Gelatinelésung gegossen und der 
Tiegel zur halben Hohe in 10°,,ige Glucoselésung eingesetzt und 
24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen. Nach Ausfallung der 
Gelatine war im Filtrat Zucker auch nicht spurenweise zu finden. 


Weiter ware die Vorstellung der Diffusion nach Umlagerung fiir den 
Zucker zwar noch denkbar, fiir die nachher beschriebene Diffusion des 
Coferments aber sehr wenig wahrscheinlich. Man muB8 deshalb zu dem 
SchluB gelangen, daB die Diffusion nicht der geschwindigkeitsbestim- 
mende Vorgang ist, daB vielmebr die Diffusion durch die Olschicht, 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 136, 353, 1928. 
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wenn auch herabgesetzt, immer noch ausreichend genug sei. Méglicher- 
weise bewirkte dann die Olschicht nur die Konservierung des Systems 
durch Verlangsamung des Herausdiffundierens der zur Garung not- 
wendigen Stoffe durch die Membran. Es wire noch mdéglich, an eine rein 
chemische Wirkungsweise zu denken. 


Eine weitere Vorstellung des Mechanismus der Garung in den Ol- 
hefen wurde zu priifen versucht. Wenn man annimmt, daB die Garung 
an der 4uBeren, dem Wasser zugekehrten Seite der Membran stattfande, 
so brauchte der Zucker nicht in das Innere der Zelle zu gelangen, 
sondern das an der Garung beteiligte System gelangte aus dem Innern 
der Zelle an die auBere Membran. Wenn es auch nicht unwahrscheinlich 
ist, daB die Zymase starker lipoid- als wasserléslich ist, so ist eine solche 
Annahme fiir die Cofermente doch unwahrscheinlich. Auch miBlang der 
Versuch, die Zymase aus Hefen mittels Zerreiben in Ol und Quarzsand 
und nachfolgendem Abpressen zu extrahieren, vollstaindig. Eine Be- 
einflussung durch Verschiebung der [H] halten wir bei der geringen 
Dissoziation der Olsiure in Wasser und der starken Pufferung des 
Systems fiir ausgeschlossen. 


Wir untersuchten dann noch die Frage, wieweit andere Stoffe, 
die an der Garung beteiligt sind, durch die kiinstliche Lipoidmembran 
hindurchdiffundieren kénnen. Zu diesem Zweck wurde Acetonhefe mit 
Wasser cofermentfrei gewaschen, dann in Phosphatpuffer suspendiert. 
Ein Teil wurde in dieser wasserigen Suspension, ein anderer Teil mit 
Ol behandelt nach Zusatz von Kochsaft zur Garung benutzt. Auch hier 
zeigte sich eine starke Uberlegenheit der Olhefe gegeniiber der Wasser- 
hefe. Wir schlieBen aus dem letzteren Versuch, daB auBer dem Zucker 
auch noch das Coferment, das nach friiheren Versuchen von K. Meyer 
und nach Versuchen von O. Meyerhof, K. Lohmann und K. Meyer* 
aus mindestens zwei organischen Komponenten besteht, durch die 
Olmembran hindurchgeht. Ob die von Nord und Mitarbeitern* 
gefundene, allerdings viel geringere Garungssteigerung durch Athylen, 
Acetylen usw. auf dieselben Ursachen zuriickzufiihren ist, bleibe dahin- 
gestellt. 


Experimenteller Teil. 


Garung und Atmung wurden in einem Warburgschen Schiittelthermo- 
staten, der auf 28° eingestellt war, gemessen. Das Volumen der GefaBe 
war ~ 20ccm. Die Gasfiillung war in den ersten Versuchen Luft, spater 
eine Mischung von 5% CO, in Nj. 


1 Diese Zeitschr. 198, 139, 1928. 

2 Erscheint demnachst. 

3 Nord-Franke, Protoplasma 4, 547, 1928; Nord und Weichherz, Zeitschr. 
_ f. Elektrochem. 35, 612, 1929. 








ra 


mill 


0,3 

stin 
(lg 
Atn 








ffe, 
ran 
mit 
iert. 
mit 
hier 
sser- 
cker 
yer" 
yer 
die 
ern® 
vlen, 
whin- 


rmo- 
faBe 
pater 


schr. 


Garung von Hefezellen mit veranderter Durchliassigkeit der Membran. 42] 


Versuch 1. 
Aerobe Garung und Atmung von Backerhefe in Wasser und Olivendl. 








: Atmung Giarung j 
Min — : ~_— | 
Ol Wasser Ol Wasser 
10 168 334 377 210 
25 392 676 859 415 
42 — 754 ea. 1350 481 


Gasfillung: Luft. 


Die Zahlen bedeuten in dieser wie in allen iibrigen Tabellen Kubik- 
millimeter. 

In allen GefaiBen 0,2ccm 10° ige Glucose in m/15 primiérem Phosphat, 
0,3cem m/15 primares Phosphat, 0,8 ccm Olivenél (Kahlbaum, von be- 
stimmten Brechungsexponenten) bzw. 0,8ccm Wasser, 0,2cem Hefe 
(1g Backerhefe + 2cem Wasser). In den GefiBen zur Bestimmung der 
Atmung befanden sich auBerdem im Einsatz 0,2cem 5°, iger Kalilauge. 


Versuch 2. 
Aerobe Girung und Atmung von Bickerhefe in Wasser und Olsiure. 











Atmung Giarung 
Min. $$ $$ — 7 —— 
Olsiiure Wasser Olsiure Wasser 
15 72 259 153 43 
25 109 431 264 76 
35 155 579 353 117 
45 208 758 437 152 
75 416 1255 684 208 
195 640 1646 915 341 
145 1079 2290 1291 444 


Gasfiillung: Luft. 





2500 


2000 


1000 


mM 3 Op resp. COz 


500 














a 50 700 150 Mir 200 


Abb. 1. Atmung und Gurung von Bickerhefe in Wasser und Olsiure (in Luft) 
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Die Ansitze sind dieselben wie in dem vorigen Versuch, nur wurd: V 
eine Hefesuspension verwendet, die 1 g Backerhefe in 5cem m/15 Primar 
phosphat enthielt. Die Olsiure war ein Priparat von Merck, purissimum ( 
frei von Linolséure. l 


Versuch 3. 


Garung von Backerhefe in Olsiure und Wasser. 
g 





Min. Olsiure Wasser 
10 108 194 
27 302 538 
40 444 811 
60 661 1620 


Gasfillung: Luft. 


Die Ansitze sind die gleichen wie im vorigen Versuch. 


Versuch 4. 
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waren 0,4 ccm einer Hefesuspension enthalten, die 500 mg Acetontrockenhefe 

5ecem Olivenél + 5cem Phosphat enthielten. Im Wasserversuch waren 
0,4ccm Hefesuspension enthalten, die 500 mg Acetontrockenhefe mit 
10cem Primarphosphat enthielten. 


Versuch 5. 


Garung von Acetonhefe in Olivenél und denaturiertem Olivendl. 





Min. Olivenil Denaturiertes 
Olivendél 


30 62 47 
63 119 111 
90 177 177 
120 237 244 


Gasfiillung: 5°, CO, in Ng. 


In den gleichen Ansatzen war ein Sauerstoffverbrauch nicht zu messen. 
Die Gasmischung im Manometer war bei den Giarversuchen 5°, CQ, in 
Stickstoff. Die Ansatze waren die gleichen wie im vorigen Versuch. Das 
denaturierte Olivené6l war durch Einleiten von Sauerstoff in Olivenél 
bei 100° erhalten worden. 


Versuch 6. 


Garung von ausgewaschener Acetonhefe in Ol mit und ohne Zusatz von 





Koferment. 

Min. I. Il. 
30 4 37 
60 _ 87 

120 5 283 

180 9 498 


Gasfillung: COg in No. 


Ansatz I: 0,7 cem Hefesuspension + 0,6 ccm m/15 Phosphat + 0,2 cem 
10°, iger Glucose. 


Ansatz IT: 0,7 cem Hefesuspension + 0,6 ccm Hefekochsaft + 0,2 cem 
Glucose. Die Hefesuspension war gewonnen worden, indem 600 mg 
Acetonhefe mit Wasser dreimal auf der Zentrifuge gewaschen wurden. 
Die Hefe wurde dann in 6cem Olivenél + 5cem primairem Phosphat 
suspendiert. Der Hefekochsaft war aus 5g Backerhefe und 5 ccm 
Primarphosphat durch Kochen und nachfolgendes Filtrieren hergestellt ‘ 
worden. 
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Versuch 7. 


Garung von ausgewaschener Acetonhefe in Ol mit und ohne Zusatz von 








Koferment. 

Min. I. Il. Min. I. Il 
30 6 0 180 26 86 
60 13 3 210 31 122 
90 16 5 270 34 188 

120 23 23 330 43 259 

150 23 51 


Gasfiillung: CO, in Og. 














a 2 4% St? 
Abb. 3. 


Girung von ausgewaschener Acetonhefe in Wasser und Ol nach Zusatz von Hefekochsaft. 


Ansatz I: 0,6cem Hefe + 0,3cem Primarphosphat + 0,1 ccm Wasser 


t 0.3cem Hefekochsaft + 0,2 cem Zucker. 


Ansatz II wie I. 


Der Hefekochsaft war aus Backerhefe durch Kochen mit dem gleichen 
Die Hefesuspension war aus 600 mg 
Acetonhefe, die dreimal auf der Zentrifuge gewaschen wurde, hergestellt 
worden. Sie wurde nach dem Abzentrifugieren mit 10cem Phosphat 
Fiir Ansatz 1 wurden 5ccm mit 2cem Wasser gemischt, 


Volumen Wasser hergestellt worden. 


suspendiert. 
fiir Ansatz II wurden 5cem mit 2cem Oliven6él gemischt. 
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Polarimetrie schwach drehender Lésungen. II. 


Von 


Hans Norbert Naumann. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 2. April 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei der in der vorangehenden Mitteilung beschriebenen Apparatur! 
ist, wie ausgefiihrt, infolge der durch den kleinen Halbschatten bedingten 
starken Lichtschwachung insbesondere bei der Mikropolarisation zweck- 
maBig eine Bogenlampe als Lichtquelle zu verwenden?. Die méglichst 
volistandige Ausnutzung der Intensitét durch Aufstellung der Lampe 
dicht vor dem Apparat bei Benutzung einer Beleuchtungslinse kurzer 
Brennweite und durch Vorsetzen schwach mattierter Glaser oder deren 
ginzliche Ausschaltung bewirkt eine gerade ausreichende Helligkeit 
des. Gesichtsfeldes. Da eine spektrale Zerlegung oder gar eine Filterung 
wegen der damit verbundenen Intensitaétsverminderung nicht in Be- 
tracht kommt, so muB das weibe Licht direkt benutzt werden, allerdings 
unter Beibehaltung des in jeden Lippichschen Apparat eingebauten 
Chromatfilters, das aus einer 3cm dicken Schicht 3°.iger Kalium- 
Dichromatlésung besteht. Die Unbrauchbarkeit weiBen Lichtes zur Be- 
leuchtung von Halbschattenapparaten im allgemeinen hat ihren: Haupt- 
grund in den durch die Rotationsdispersion bewirkten Farberschei- 
nungen, die eine photometrische Einstellung auf gleiche Helligkeit 
erschweren oder unméglich machen. Eine weitere Schwierigkeit be- 
steht in der Unkenntnis des optischen Schwerpunktes der weiben 
Lichtquelle, d. h. derjenigen Wellenlinge eines Strahlengemisches, die 
fiir die Gr6éBe der spezifischen Drehung maBgebend ist. Da das Drehungs- 
vermégen eine Funktion der Wellenlange ist, so verlieren bei Ab- 
weichung der optischen Schwerpunkte voneinander die auf Natrium- 


1 Zu beziehen durch die Firma Schmidt & Haensch, Berlin S 42, 
Prinzessinnenstr. 16. 

2 Geeignet ist auch die Quecksilberlampe, die in einer folgenden 
Arbeit besonders, behandelt werden soll. 
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licht bezogenen Rotationskonstanten ihre Giiltigkeit fiir Bogenlicht. 
Die folgenden Untersuchungen haben sich also zunachst mit der durch 
die Rotationsdispersion verursachten Einstellungsstérung zu befassen 
und weiterhin mit der Ermittlung des optischen Schwerpunktes des 
Bogenlichtes. 


Beziiglich der Dispersion besteht eine Analogie von Rotation und 
Refraktion, die beide normalerweise bei abnehmender Wellenlange eine 
Zunahme bis zu einem im Ultraviolett gelegenen Maximum zeigen. Bei 
Verwendung weiBen Lichtes macht sich die Dispersion bei der Refraktion 
durch eine farbige Grenzlinie bemerkbar, bei der Rotation durch Farbung 
des ganzen Gesichtsfeldes. Da bei beliebiger Analysatorstellung stets nur 
eine Wellenlange zuriickgehalten wird, so erscheinen beim Drehen des 
Analysators nacheinander die den ausgeléschtenWellenlingen entsprechenden 
Komplementarfarben, ohne da8 vollstandige Verdunkelung eintritt. Beim 
Halbschattenapparat erscheinen die Gesichtsfeldhalften bei dem dem 
Natriumlicht entsprechenden Drehungswinkel in roter und blauer Far 
bung. Um des Vorteils willen, die iiblichen weiBen Lichtquellen be- 
nutzen zu kénnen, wendet man sowohl in der Refraktometrie als auch 
in der Polarimetrie zur Ausschaltung der Farberscheinungen Kompensations- 
vorrichtungen an, und zwar in der ersteren die Amiciprismen, in der letzteren 
die Quarzkeile, die aber, wie friiher erwahnt, fiir sehr genaue Messungen 
nicht in Betracht kommen. 


Die Intensitat der Farbung verhalt sich proportional zum Drehungs- 
winkel, so daB bei kleineren Drehungen die Farbung und der dadurch 
bewirkte Einstellungsfehler kontinuierlich abnimmt. Das Diagramm 








9% 01° 








ee 5 Ghumose-Losung 100 
Abb. 1. 


in Abb. 1 veranschaulicht den durch die Farbung bewirkten absoluten 
und prozentualen Fehler bei Glucoselésungen von 0,075 bis 10°,. Wie 
ersichtlich, wachst der absolute Fehler bei zunehmender Konzentration, 
wahrend der prozentuale Fehler nach anfanglichem starken Anstieg 
bei héheren Konzentrationen von einigen Graden aufwarts sehr be- 
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trachtlich sinkt. Bei groBen Drehungswinkeln ist also trotz der starken 
Farbung eine relativ gute Ablesung méglich, ein Resultat, das bei 
geniigender Ubung wahrscheinlich noch verbessert werden kann. Die 
Einstellung erfolgt dann allerdings nicht mehr nach dem Helligkeits- 
wert, sondern nach dem Farbkontrast der Gesichtsfeldhalften. Dieses 
Einstellungsprinzip ist im allgemeinen ahnlich, im besonderen ent- 
gegengesetzt dem des alten Robiquetschen Apparats, dessen Einstellungs- 
merkmal der violette Ubergangsfarbton (teinte de passage) bildete. 

Aus dem Diagramm geht aber weiter hervor, daB im Beginn der 
Kurven der absolute und prozentuale Fehler gering ist und anscheinend 
innerhalb der Grenzen der méglichen Genauigkeit liegt. Bei kleinen 
Winkeln tritt die Farbung gegeniiber dem Helligkeitswert zuriick 
und ist von einer bestimmten Grenze ab, etwa bei Winkeln von 
weniger als 0,05° kaum noch wahrnehmbar. Auf diesem Umstand beruht 
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Abb. 2. 


die Anwendbarkeit weiBen Lichtes zur Beleuchtung von Halbschatten- 
apparaten. Um die Grenzen des Anwendungsbereiches zu bestimmen, 
wurden die in Betracht kommenden Drehungen besonders im Diagramm 
Abb. 2 dargestellt. Untersucht wurden Glucosekonzentratiénen von 
0,05 bis 0,5°%, und zwar wurden je 10 Ablesungen unter den weiter 
unten beschriebenen Bedingungen vorgenommen. Es zeigte sich eine 
Zunahme des Fehlers bei Konzentrationen von mehr als 0,225 °,,, ent- 
sprechend einem Drehungswinkel von 0,125°, der als ,,Grenzwinkel* 
gréBten absoluten Wert bei geringstem prozentualem Fehler besitzt. 
Bei kleineren Winkeln nimmt der absolute Fehler ab bis zur Erreichung 
des optimalen Ablesungsfehlers, der etwa — 0,001 betragt. Ist der 
Ablesungsfehler annihernd konstant, so bewirkt die Abnahme der 
Drehung einen Anstieg des relativen Fehlers bei Konzentrationen unter 
0,075 %, entsprechend einer Drehung von 0,04°. Da aber der Grenz- 
winkel vom Farbensinn des Beobachters abhaingt, so kann sein Wert 
nicht mit gréBerer Genauigkeit angegeben werden als mit etwa 0,1°. 
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Ein klares Bild iiber die durch die Rotationsdispersion bewirkte 
Stérung der Ablesung ergibt auch die Fehlerrechnung in Tabelle I. Die 
mittleren Fehler, ausgedriickt in Tausendstelgraden, wurden aus je zehn 
Ablesungen nach den friiher zitierten Gaussschen Formeln berechnet. Wie 
zu erwarten, nimmt der Fehler bei steigender Konzentration kontinuier- 
lich zu. 


Tabelle I. 





¢c é E 
0,05 0,0023 0,0097 
0,075 0,0024 0,0008 
0,1 0,0029 0,0010 
0,2 0,0036 0,0011 
0.3 0,0039 0,0012 
0,4 0.0100 0,0033 
0.5 0.0100 0,0031 


Die Verwendung weiBen Lichtes zur Beleuchtung des Lippich- 
schen Apparates ist beschrinkt auf kleine Drehungswinkel und daher 
geeignet fiir die Zwecke der Polarimetrie schwach drehender Lésungen. 
Besonders giinstig erscheint der Umstand, daB der als Grenzwinkel 
bezeichnete optimale Drehungswinkel von 0,1° annahernd mit dem- 
jenigen der biochemisch wichtigen Ko6rpersafte iibereinstimmt, wie 
Harn, Blut, Liquor cerebrospinalis, so daB sich in diesen Fallen die 
polarimetrische Analyse relativ leicht gestalten diirfte. Weicht die 
Drehung der Lésung vom Grenzwinkel erheblich ab, so ist durch Wahl 
der geeigneten Rohrlange oder durch Konzentrationsinderung fiir 
Erreichung des optimalen Drehungswertes Sorge zu tragen. 


Uber den optischen Schwerpunkt des weiBen Lichtes liegen schein- 
bar nur Beobachtungen dlteren Datums von Schénrock vor, und zwar 
iiber das Auerlicht. Bei der Polarisation mit und ohne Filter fiir D-Licht 
ergaben sich Differenzen von 0,01°, vorausgesetzt, daB das Auerlicht 
durch eine 6°%,ige Chromatlésung gereinigt wurde. Die Versuche 
wurden mit einem Halbschatten von 3° und einem entsprechenden 
mittleren Einstellungsfehler von -- 0,0025° bei Drehungswinkeln von | 
und 2° vorgenommen. Als optischen Schwerpunkt des Auerlichtes 
ermittelte Schénrock 589 wu, der praktisch vollkommen mit dem des 
gereinigten Na-Lichtes tibereinstimmt. 


Eine derartige giinstige Ubereinstimmung findet sich nun nicht 
beim Bogenlicht. Es zeigt sich vielmehr, daB die Drehungen stets um 
einen gewissen Betrag gréBer sind, alsden Konzentrationen der Losungen 
entspricht. Die Rotation bei Bogenlicht ist also gréBer als bei Na- 
Licht und auch Auerlicht. Dieses Resultat war zu erwarten angesichts 
der Tatsache, daB das Bogenlicht im Gegensatz zum Auerlicht reich 
an starker drehenden kurzwelligen Strahlen ist, die eine Verschiebung 
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des optischen Schwerpunktes nach der violetten Seite des Spektrums 
bewirken miissen. Wie nun die weiteren Untersuchungen zeigen werden, 
sind die dadurch entstehenden Drehungsdifferenzen nicht unerheblich 
und bediirfen einer sorgfiltigen Beriicksichtigung. 

Unter den Methoden zur Bestimmung des optischen Schwer- 
punktes ist die einfachste und gebrauchlichste die von Lippich zur 
Bestimmung der optischen Schwerpunkte verschiedener Na-Licht- 
quellen angewandte. Aus der bekannten Differenz der Wellenlingen 
des D,- und D,-Lichtes sowie der diesen Wellenlangen entsprechenden 
Drehungsdifferenz einer Quarzplatte kann der optische Schwerpunkt 
bestimmt werden mit Hilfe der Formel 


F - 20 
ao = —moi[* | (I) 
Ad uu 


wenn AA die einer Drehungsdifferenz Af entsprechende Differenz der 
Wellenlingen bedeutet. Fiir den vorliegenden Zweck bedurfte das 
Lippichsche Verfahren zunachst insofern einer Modifikation, als die 
Verwendung einer Quarzplatte nicht méglich ist wegen der starken 
Drehung, die bei einer Platte von 1 mm Dicke 21,7° betragt. Zur Er- 
reichung des erwahnten giinstigen Grenzwinkels diirfte die Platten- 
dicke nur 0,005 mm betragen, eine Bedingung, die praktisch nicht 
erfiillt werden kann!. Es kam daher nur die Verwendung von Lésungen 
in Betracht. Als aktiver Kérper erschien die Glucose geeignet, deren 
spezifische Drehung ziemlich genau erforscht ist, und deren Rein- 
darstellung in dem Kahlbaumschen Priparat geniigend gewiahr- 
leistet ist. Vergleichsweise wurden noch zwei weitere biochemisch 
wichtige Korper zur Untersuchung herangezogen: die Galaktose 
und die Lavulose, die beziiglich der Reindarstellung und der 
Kenntnis der Drehung weniger giinstige Verhaltnisse darbieten als 
die Glucose. 

Uber die Rotationsdispersion der erwihnten Kérper liegen lediglich 
die Untersuchungen von Grossmann und Bloch vor, die die Drehungen 
bei den den Fraunhoferschen Linien entsprechenden Farben unter- 
suchten. Im Gegensatz zur Lippichschen Rechnung muBte im vor- 
liegenden Falle ein weit gréBerer Wellenlangenbereich fiir die Inter- 
polation benutzt werden, und zwar, bis auf einen Fall, der zwischen der 
D- und E-Linie gelegene. Wie das Diagramm Abb. 3 erkennen laBt, 
verlaufen die Kurven A und B der Glucose und Galaktose vollstandig, 
die Kurve C der Lavulose annahernd gleichférmig, so daB der durch 


' Die gleichzeitige Anwendung einer rechts und links drehenden 
Quarzplatte nach Art der Keilkompensation ist zwar méglich, aber technisch 
schwierig. 
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Annahme einer geradlinigen Verbindungslinie zweier Kurvenpunkte 
bedingte Fehler vernachlassigt werden kann. Schreibt man Formel 1 


41 ="* AB, di) 


so wird der Zahler im allgemeinen den Wert 54, einmal den Wert 43 
annehmen, wahrend die GréBe des Nenners je nach den fir [«],, ein- 
gesetzten Werten schwankt. 


Zur genauen Feststellung der Drehung bei Bogenlicht wurden Glucose- 
lésungen untersucht in drei verschiedenen am Grenzwinkel liegenden 
Konzentrationen. Es wurden je 100 Ablesungen vorgenommen, die aus 
Serien von je zehn Beobachtungen bestanden. Die aus dem_ reinsten 
Kahlbaumschen Priparat genau hergestellten Lésungen hatten einen 
Gehalt von etwa 0,0375, 0,05 und 0,1°,, die in einem 2-dm-Rohr mit Einfiill- 
tubus untersucht wurden, so da die Drehungen den doppelten Konzen- 
trationen entsprachen. Es wurde abwechselnd das mit Lésung und Wasser 
gefiillte Rohr polarisiert, dessen Lage zum Apparat stets gleich war. Die 
Temperaturen der Lésungen schwankten zwischen 19 und 22°. Als Beispiel 
einer Ablesungsserie mége Tabelle II dienen. Zur laufenden Kontrolle 


Tabelle II. 


Versuchsbedingungen: Leitzsche Tischbogenlampe, Reinkohlen, Gleich- 
strom 5 Amp., eingebautes Chromatfilter, Halbschatten = etwa_ 0,1°, 
t = 20°, 1 = 2dm, c = 6,0377°, Glucose (Kahlbaum). 





Abweichung 


Rohr mit Lisung Rohr mit H,0 a vam Mistelweet Fehlerquadrate 
0,100 0,054 0,046 + 0,005 0,000 025 
0,087 0,049 0,038 — 0,003 0,000 009 
0,090 0,050 0,040 — 0,901 0,000 001 
0,098 0,056 0,042 + 0,001 0,000 001 
0,096 0,049 0,047 + 0,006 0,000 036 
0,092 0/049 0,043 + 0,002 0,000 004 
0,093 0,048 0,045 + 0,074 0,000 016 
0,089 0,055 0,034 — 0,007 0,000 049 
0,087 0,048 0,039 — 0,002 0,000 004 
0,086 0,047 0,039 — 0,002 0,000 004 

Mittelwert von a = 0,041, [a)?? = 54,8. 
e bezogen auf « = + 0,004, E bezogen auf a = + 0,001, 
€ ” ” [a] res + 5,4. E ” ” [a] - ze 1,7. 


der Genauigkeit wurde gleichzeitig eine Fehlerrechnung durchgefiihrt. 
Die Zusammenstellung simtlicher 30 Mittelwerte der Serien von zehn 
Ablesungen findet sich in Tabelle III, eine Auswertung der Resultate in 
Tabelle IV. Der Wert des Gesamtdurchschnitts stimmt vollkommen 
mit dem der besten zehn Werte iiberein und annihernd mit dem am meisten 
maBgebenden, fiir die Konzentration von 0,2%, ermittelten. Als Ergebnis 
fiir [«]7? der Glucose ist demnach 55,4 zu betrachten, das abgerundete 
Mittel der beiden mit geringstem Fehler behafteten Durchschnittswerte. 
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Tabelle III. 











ve i 
| 
1 E bezogen auf 
c a [a - re arn 7 ; 
a [a] : 
I) 
0,0754 0,041 54,8 0,0013 1,7 
13 0,0754 0,043 56,8 0,016 2,1 
0.0754 0,042 54,9 0.0017 2.3 
n- 0,0752 0,042 56,3 0,0013 1.7 
0,0752 0,043 57,1 0,0010 1,4 i 
0,0752 0,042 56,4 0,0016 2,1 
va 0,0754 0,043 57,0 0,0098 1.0 
mn 0,0754 0,043 57,0 0,0013 1,7 
us 0.0754 0,042 55,4 0,0010 1,3 
en 0.0754 0,042 56,0 0,0019 2,5 ! 
en 0,102 0,054 53,7 0,0012 1,2 "om 
ill- 0.1002 0,056 56,0 0,0023 23 
n- 0,1002 0,055 54,8 0,0021 2,1 
rn 0,1002 0,052 51,4 0,0019 1,8 
‘ 0,1002 0,053 52,4 0,0023 23 
nie 0.1002 0.053 53,3 0,0010 1,0 
iel 0,1002 0.055 55.0 0,0025 2.3 
lle 0,1002 0,058 58,1 0,0015 1,5 
0,1008 0,057 56,2 0,0021 2,1 
0,1008 0,054 539 0,9015 1,5 
ie 0,1996 0,113 56,7 0,0011 0,6 
- 0,1996 0,112 56,9 0,0022 1,1 
1°, 0,1996 0,108 54.0 0,0014 0.7 
0,1996 0,112 55,5 0.0015 0.8 
— 02002 0,112 55,9 0,0021 1,1 
ee 0,2002 0,110 55,1 0,0014 0,7 
0,2002 0,110 55,1 0,0014 0,7 
0.2002 0,110 54.9 0,0013 0.7 
) 0,2052 0,112 55,9 0,0017 0,9 
| 0,2002 0,110 55,0 0,0015 0,7 
Tabelle IV. 
] 
: 
‘ {a}?° E — 
) . : 
' 
q Gesamtdurchschnitt ......... 0,125 55,2 0,43 0,8 
Durchschnitt der drei Konzentrationen 0,075 56,2 0,6 1,1 
0,1 54,5 0,5 0,9 
0,2 55,5 0,2 0,4 
Durchschnitt der zehn besten Serien . 0,184 55,2 0,2 0,4 
Mit bezug auf die friiheren Ausfiihrungen iiber die Lundsgaard- 
ihrt. Holbellsche Methode sei bemerkt, daB es sich hier nicht etwa um ein analoges 
rehn Vorgehen handelt. Die Bewertung der Resultate erfolgte unter sorgfaltiger 
e in Beriicksichtigung der durch die systematischen Fehler bedingten Empfind- 
men lichkeitsgrenze der benutzten Apparatur, die bei einem Halbschatten von 1 
sten ca. 0,19 und zehn Ablesungen etwa + 0,002° betragt, durch Steigerung 
‘bnis der Ablesungszahl aber im giinstigen Falle auf + 0,001° herabgedriickt 
dete — werden kann. Eine gro8e Ablesungszah] bezweckt nur, die Wahrschein- i 
erte. > lichkeit der Erreichung dieses optimalen Fehlers zu steigern. 
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Nach dem Ergebnis der Fehlerrechnung ist, wie Tabelle III, Spalte 4 
zeigt, die Empfindlichkeitsgrenze viermal ziemlich genau, unter Ein- 
beziehung der Werte bis 0,0014 aber 13mal schon bei zehn Ablesungen 
erreicht worden. Ein Vergleich der Fehlerwerte in Tabelle III und IV 
ergibt, daB bei 100 Ablesungen in allen Fallen eine Empfindlichkeits 
steigerung stattfindet, entsprechend einem Werte von ¢ Ww 0,004 (siehe 
Tabelle II). Hingegen findet sich keine Abnahme des Fehlers bei 300 
gegeniiber 100 Ablesungen (s. Tabelle IV), ein Ergebnis, das durch die 
gréBtenteils schlechteren Fehlerwerte in Tabelle ITI erklart werden kann. 
Die berechneten mittleren Fehler, die siimtlich unterhalb der optimalen 
Fehlergrenze liegen, ferner die relativ gute Ubereinstimmung der Werte 
untereinander berechtigen zu der Annahme, daB die mégliche Genauigkeit 
von + 0,001° entsprechend einem prozentualen Fehler von etwa 1°, 
erreicht worden ist. 

Bei der Untersuchung der Galaktose und Lavulose wurde auf 
eine so grobe Genauigkeit wie bei der Glucose verzichtet. Die Konzen- 
trationen der gleichfalls aus Kahlbawmschen Praparaten hergestellten 
Lésungen betrugen 0,15 bzw. 0,2°,, die Zahl der Ablesungen 20, die 
Temperatur der Galaktoselésungen genau 20°. Im iibrigen waren die 
Versuchsbedingungen die gleichen (s. Tabelle II). Eine Ubersicht iiber 
die Rotationskonstanten der drei untersuchten Koérper bei Bogenlicht, 
die Fehler, sowie die Beziehungen von [«],, und [x], gibt Tabelle V. 
Bemerkenswert ist besonders die letzte Spalte der Tabelle, die die 
Drehungsanderung bei Bogenlicht gegeniiber Na-Licht in Prozenten 
von [a], ausdriickt. Die Zahlen geben gleichzeitig die Analysenfehler 
an, die entstehen, wenn bei Verwendung von Bogenlicht die fiir Na- 
Licht geltenden Rotationskonstanten zur Berechnung benutzt werden. 


Tabelle V. 





‘ E bezogen 20 [@],, [«],,, 7 [a], 
9 age [a [<],,—le]p - 104 
7p we » , [e],p [4]p 
Glucose . . 55,4 0,4 52.5 2.9 1,05 5,5 
Galaktose . 85,0 05 78.6 6,4 1,98 7.5 
Lavulose. . 95,0 1,0 91.9 341 1,03 3.3 


Zur Berechnung des optischen Schwerpunktes des Bogenlichtes 
aus dem erwahnten Wellenlingenbereich zwischen 589 und 535 yy 
stehen einerseits die fiir D-Licht bestimmten Drehungswerte ver- 
schiedener Beobachter zur Verfiigung, ferner die fiir E-Licht ermittelten 
Werte von Grossmann und Bloch und endlich ein fiir die griine Queck- 
silberlinie 546,1 von Jackson beobachteter Drehungswert der Glucose. 
Zur Orientierung tiber die Kombinationen verschiedener Werte mége 
die graphische Darstellung Abb. 4 dienen. Die Geraden A, B, C geben 
den Verlauf der Rotationsdispersion der Glucose, Galaktose und Livulose 
zwischen 589 und 535 wu an, und zwar nebeneinander mit Zahlen be- 
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zeichnet bei Benutzung verschiedener Werte fiir [x], bzw. [a]|;4,,. Die 
mit einem Kreuz versehenen Punkte geben die fiir Bogenlicht ge- 
fundenen Drehungen an (s. auch Abb. 3), deren Projektionen auf die 
Ordinate die gesuchte Schwerpunktslage zwischen 572 und 578 yy 
annihernd bestimmen. 


\ 





Ss Te 53 <n SE 
50 100 750 50 60 70 80 90 700 
Abb. 3. Abb. 4. 


Eine Zusammenstellung der den Kurvenbezeichnungen entsprechenden 
Werte von [x]? fiir c 5,0 und der Namen der Beobachter findet sich 
in Spalte 1 bis 3 der Tabelle VI; Spalte 4 und 5enthalten die nach Formel (IT) 
berechneten Schwerpunkte und Fehler, und zwar lediglich unter Beriick 
sichtigung des eigenen Fehlers. Die teilweise erheblichen Differenzen 
der Werte von [«]p lieBen es jedoch notwendig erscheinen, auch die Fehler 
der iibrigen zugrunde gelegten Werte zu _ beriicksichtigen. 


Tabelle VI. 





Optischer 


Kurven 20 | Maximale — ,* Fehler 

oa- : - oe wees May ale . 2S ehle 

bezeichnung | S¥bstanz Beobachte1 [a lp Differenz Bae wd 

“u * uu 

A, Glucose Grossmann und Bloch 52,76 | 0.17 578 2 
Ay - Tollens 52,59 ; 578 2 
As z (Jackson) — IN 576 2 
B, Galaktose Grossmann und Bloch 80,72 | 576 3 
By rs Meissl 80,14 0,77 574 3 
B; : Rindell 79,95 | 574 
C; Liavulose Grossmann und Bloch 90,46 | 1.92 573 3 
Cy ‘ Ost 92,38 || eis 578 4 


Wenn auch aus den in Tabelle VII zusammengestellten Daten so viel 
hervorzugehen scheint, da8 die prozentuale MeBgenauigkeit der angefiihrten 
Beobachtungen meist wesentlich gréBer ist als die eigene, so ergibt sich 
weiter die groBe Schwierigkeit einer Fehlerschatzung iiberhaupt. Wie die 
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meisten ilteren Beobachter lassen auch Tollens und Ost genaue Angaben 
iiber die benutzten Lichtquellen vermissen. Die von Tollens gemachte 
Angabe iiber die Verwendung eines Muenckeschen Brenners ist unzu- 
reichend, da je nach dem verwandten Natriumsalz und der Filterung der 
optische Schwerpunkt des Natriumlichtes zwischen 588 und 592 wy 
schwanken kann. Wie die Versuche ergeben haben, entspricht bei den 
Glucoselésungen einer Verschiebung der Wellenlange um 4 yu eine 
Drehungsinderung von etwa 0,88°, waihrend der iibliche Ablesungsfehler 
nur + 0,02° betragt. Eine weitere Erschwerung der Fehlerschitzung 
liegt in der fehlenden Angabe iiber den Halbschattenwinkel. Fiir feine 
Messungen zu beanstanden ist ferner die Verwendung der Landoltschen 
Filter, die wegen starker Lichtabsorption einen groBen Halbschatten 
erfordern, und die Benutzung eines Laurentschen Halbschattenapparates', 
der Fehler von wenigstens 0,2°,, bewirken kann (Schénrock). Wie aus 
Tabelle VI und VII ersichtlich, reichen die Messungsfehler allein zur 
Erklarung der Differenzen, besonders der Liivulosewerte, nicht aus. Die 
Ursache hierfiir kann nur in einer unvollkommenen Reindarstellung?* 


erblickt werden. 
Tabelle VII. 





Optischer Halb- = Kon- 


Beobachter Apparat Lichtquelle | Schwer- schat- a. zen- Fehler | Fehler 
punkt ten sungen tration a ila 
Tollens Laurent Muencke- 589? — | 5—101—18 etwa 0,25 etwa 1,0 
" Brenner ; ; ‘ 
Ost Lippich | _ 589? — | 2— 42—31, , 0,25 , 1,0 
Grossmann Landolt- 589 10 6 ~ esl » OF 
und Bloch* “4 Filter 535 3 min.0,06 ,, 0,25 
Jackson » | Spektral ge- | 546,1 3 12—186—32 0,007 » 0,03 
| reinigte | 
Quecksilber- 
lampe 
Meissi ** 
Rindell *** 


* Die Arbeit von Grossmann und Landau, die nihere Angaben iiber die benutzte Appa- 
ratur enthalten soll, ist offenbar falsch zitiert (Zeitschr. f. phys. Chem. 7, 129?, 1919). Da 
Grossmann bei friiheren Arbeiten Landolt-Filter verwendete und die in den Landolt-Bornstein- 
schen Tabellen zitierten Wellenlangen fast simtlich mit den von Landolt angegebenen optischen 
Schwerpunkten iibereinstimmen, so ist angenommen worden, daf die Autoren wiederum 
Landolt-Filter benutzten. 

** Die Originalarbeit konnte nicht beriicksichtigt werden, da in Landolt: Das optische 
Drehungsvermigen, gleichfalls falsch zitiert worden ist (Journ. pr. Chem. (2) 22, 97?). 

*** Scheiblers N. Z. Rbz.-Ind. 4, 170 konnte nicht erhalten werden. 


1 Einen interessanten Vergleich ergeben die Glucoseformeln von 
Tollens: 
[a]}i = 52,50 + 0,018796 p + 0,00051683 p? 


und von Jackson: 
[x85 = 62,032 + 0,04220 p + 0,0001897 p*. 
Bei Berechnung der Drehungszunahme in Prozenten des Ausgangswertes 
resultieren Differenzen bis 0,27°,, Abweichungen, die hauptsachlich auf die 
Ungenauigkeit des Laurentschen Apparates zuriickgefiihrt werden miissen. 
2 Als Merkmal gré8ter Reinheit der Glucose wird von Tollens die 
, Weinfarbe“ der Lésung angegeben. 
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Legt man bei der Berechnung die zuverliassigsten Werte, und zwar 
diejenigen von Tollens und Jackson zugrunde, so erhalt man als optischen 
Schwerpunkt des Bogenlichtes 576 wu mit einem Fehler von — 2 up 
im Gelbgriin des Spektrums. Eine um eine Dezimale héhere Genauig- 
keit ware mit dem von der Firma Schmidt & Haensch gebauten 
Lippichschen Universalmodell zu erzielen, das noch die Schatzung der 
Zehntausendstelgrade gestattet. Zur Erreichung der von Schénrock ge- 
forderten Genauigkeit von 0,03 yu entsprechend einem Ablesungsfehler 
von —- 0,0024° ist die Bestimmung des optischen Schwerpunktes einer 
weiben Lichtquelle nur méglich aus der spektralen Helligkeitsverteilung 
mit Hilfe einer Schwerpunktskonstruktion!. 


Fir die Zwecke der praktischen Polarimetrie geniigt es zu wissen, 
daB der optische Schwerpunkt des Bogenlichtes erheblich von dem 
des D-Lichtes abweicht, so daB bei polarimetrischen Analysen stets 
eine Bestimmung der spezifischen Drehung des zu untersuchenden 














5 
Abb. 5. 


Koérpers fiir Bogenlicht erforderlich ist. Von groBer Bedeutung fiir die 
Vergleichbarkeit der Resultate ist die Frage, wie weit es méglich ist, 
den optischen Schwerpunkt konstant zu halten und zu reproduzieren. 
Hieriiber geben die Untersuchungen von Coblentz, Dorcas und Hughes 
iiber die Intensitaétsverteilung im Spektrum des Bogenlichtes Auf- 
schlu8. Die Kurven entsprechend Stromstirken von 5, 12 und 
25 Amp. in Abb.5 zeigen, daB bei wachsender Stromstarke eine 
Zunahme des Intensitétsmaximums bei 400 jy. stattfindet, wodurch 
eine Verschiebung des optischen Schwerpunktes nach der kurzwelligen 
Seite des Spektrums eintreten muB. Weitere Untersuchungen der 
Autoren ergeben, daB auch die Kohlestellung einen EinfluB ausiibt und 
zwar so, daB gleichfalls eine Intensitatsverschiebung nach der kurz- 
welligen Seite stattfindet, wenn bei iibereinanderstehenden Kohlen 


1 Diesbeziigliche Berechnungen auf Grund der Untersuchungen von 
Coblentz, Dorcas und Hughes konnten wegen Schwierigkeiten der Literatur- 
beschaffung vorlaufig nicht ausgefiihrt werden. 
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die positive sich oben befindet. Nach diesen Resultaten mu® an- 
genommen werden, daB analog auch die Stromart und zweifellos die 
Zusammensetzung der Kohlen von EinfluB ist. Demgegeniiber sind 
nach eigener Erfahrung die Einfliisse von Druck, Temperatur und 
Feuchtigkeit der Luft zu vernachlassigen; von Bedeutung aber ist die 
Absorption bzw. Farblosigkeit! der Lésung. Nur bei Einhaltung der 
erwahnten Bedingungen ist die Konstanz und Reproduzierbarkeit des 
optischen Schwerpunktes einer Bogenlampe gewahrleistet, und die 
mitgeteilten Versuchsergebnisse gelten demnach nur fiir die beschriebene 
Versuchsanordnung, insbesondere Leitzsche Tischbogenlampe, Rein- 
kohlenstifte, Gleichstrom von 5 Amp., eingebautes Chromatfilter und 
Farblosigkeit der Lésungen. 


Zusammenfassend kann iiber die Verwendung weiBen Lichtes des 
Reinkohlenbogens zur Beleuchtung von Halhschattenapparaten als 
Ergebnis festgestellt werden, daB weiBes T ~ ll Bogenlicht, fiir 
die Zwecke der Polarimetrie schwach drehencer wWésungen geeignet 
ist. Die Bedingungen der Anwendung sind e‘nerseits die Einhaltung 
des giinstigen Grenzwinkels von 0,1° zur Ausschaltung der durch die 
Rotationsdispersion bewirkten Stérung der Einstellung infolge Farbung 
des Gesichtsfeldes, andererseits die Beriicksichtigung des von dem des 
D-Lichtes abweichenden optischen Schwerpunktes des Bogenlichtes 
durch Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens des zu unter- 
suchenden K6rpers fiir die benutzte Bogenlampe bei stets gleichen 
Versuchsbedingungen. 
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1 Schwach gelbliche oder braiunliche Farbung der Lésung ist ohne 
merkbaren EinfluB. 
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Untersuchungen iiber die Stickstoffverteilung in den Muskeln 
verschiedener Tierklassen. I. 


Von 
mi: or oller-Adler und Julie Krael. 


(Aus dem Institut fiic’ medizinische Chemie der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 2. April 1930.) 


Das physiologisch hochwichtige Problem, die chemische Natur 
der Extraktivstoffe des Muskels zu klaren, ist seit langem das Ziel zahl- 
reicher eingehender Untersuchungen verschiedener Forscher. 


Zu den wichtigsten stickstoffhaltigen Bestandteilen des Saugetier- 
muskels zahlen wir zur Zeit das Kreatin, dem sich im vorgebildeten Muskel 
verhaltnismaBig sehr geringe Mengen seines Anhydrids, des Kreatinins, 
beigesellen, das Carnosin, das Carnitin, das Methylquanidin und die 
Purinbasen. 


Das Dipeptid Carnosin, das f-Alanylhistidin, dessen Konstitution 


NH—CH 
HC 
N C—CH,—CH—COOH 


] 
NH—CO—C H.—CH, NH, 


von Barger! festgelegt wurde, wurde von Gulewitsch® unter den Muskel- 
extraktivstoffen entdeckt und erwies sich als identisch mit dem von Kutscher* 
aus Fleischextrakt isolierten Ignotin. Untersuchungen iiber die Stickstoff- 
verteilung in Muskelextrakten ergaben, da®8 in der Skelettmuskulatur des 
Pferdes etwa ein Drittel des Extraktivstoffes auf Kreatin und Kreatinin, 
ein weiteres Drittel auf die Carnosinfraktion entfallt, wahrend alle anderen 
Bestandteile insgesamt nur das letzte Drittel ausmachen‘. 


1 Biochem. Journ. 12, 1918. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 565, 1900. 

3 Centralbl. f. Physiol. 19, 504, 1905. 

4 O. Firth und C. Schwarz, diese Zeitschr. 30, 248, 1910. 
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Die Menge der Purinkdérper', welche friiher als die wesentlichsten 
Bestandteile des Fleischextraktes angesehen wurden, stellt lediglich einen 
geringen Bruchteil der Muskelextraktivstoffe dar. Ubrigens ist in der 
letzten Zeit der Purinstoffwechsel des Muskels wieder in den Vordergrund 
getreten und steht im Mittelpunkt allgemeinen Interesses?. 

Das von Gulewitsch und Krimberg® isolierte Carnitin zeigte sich identisch 
mit dem von Kutscher* beschriebenen Novain. Die Strukturformel des 
Carnitins war bis jetzt strittig; neuerdings wird dem Carnitin von Linneweh® 


OH 
wieder die altere Formel (CH,),N—CH,—CH—CH,—CO zugeschrieben. 


Lscgueeiitinenineinigniaseinlll 


Im Pferde- und Hundemuskel soll eine dem Ornithinbetain isomere Base 
(C Hs)3 N—(C Hy)g—C H—C O—O 
| 


OH N(CH;)3; 
das M yokynin®, in auBerst geringer Menge vorkommen. Aus 30 kg frischem 
Pferdefleisch wurden 3g Platinsalz C,,H;,0,N,PtCl, + H,O_ isoliert. 
Das Myokynin wird auch im menschlichen Muskel vermutet’. 
In Fleischextrakten ist man wiederholt auch dem Methylquanidin ®, 

JN Hy, 
C=|NH , begegnet, dessen praformiertes Vorkommen im Muskelgewebe 

NHCH, 
bis vor kurzem sehr in Zweifel gezogen wurde. Auf Grund der Beobachtung 
verschiedener Forscher, da8 das Kreatin sowohl durch barytalkalische 
Silbernitratlésung, welches Reagens zur Isolierung des Methylguanidins nach 
Kossel und Kutscher® dient, als auch durch das Reagens des Engelandschen'® 
Verfahrens, durch das Quecksilberacetat, unter Abspaltung von Methyl- 
guanidin oxydiert werde, gelangte man zu der Ansicht, das aus Fleisch- 
extrakten dargestellte Methylguanidin kénne nur als ein bei der Auft- 
arbeitung kiinstlich entstandenes Produkt!! aufgefaBt werden. Erst durch 
die letzten Untersuchungen von Komarow!? erscheint das vorgebildete 


1 Scaffidi, diese Zeitschr. 33, 473, 247 ,1911; Burian, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 88, 392, 1903; Rinaldi, diese Zeitschr. 41, 51, 1912; Firth und Schwarz, 
lic. 

2 Embden, Ronas Ber. 38, 158, 1926; Parnas und Mozolowski, eben- 
daselbst 42, 561, 1927; Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 326, 1905. 

* Ebendaselbst 49, 484, 1906; 50, 250, 1906. 

5 Ebendaselbst 181, 42, 1929. 

6 Zeitschr. f. Biol. 59, 433, 1913; 61, 373, 1913. 

7 Engeland, Ber. 54, 2208, 1921. 

8 Smorodinzew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 212, 1914; A. Suwa 
Centralbl. f. Physiol. 22, 307, 1908. 

® Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 165, 1900. 

10 Ebendaselbst 57, 55, 1908. 

11 Ewins, Biochem. Journ. 10, 103, 1916; Baumann und Ingvaldsen, 
Journ. of biol. Chem. 35, 277, 1918; Greenwald, Journ. Amer. Chem. Soc. 
41, 1109, 1919. 

12 Diese Zeitschr. 211, 326, 1929. 
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Vorkommen des Methylguanidins im Muskel sichergestellt. Ubrigens 
sprechen auch eigene, weiter unten zu erwiaihnende diesbeziigliche Fest- 
stellungen sowie noch zu veréffentlichende Untersuchungen fiir die Auf- 
fassung des Methylguanidins als nativen Muskelbestandteil. 

Ferner wurden im Muskel kleine Mengen freier Aminosduren', wie 
Arginin, Histidin, Lysin, Alanin und Glutaminséure, gefunden. 

SchlieBlich begegnet man in den Muskeln regelmaBig kleinen Harnstoff- 
mengen*, Eine Ausnahmestellung hinsichtlich ihres Muskelstoffwechsels 
nehmen die Selachier*, welche sich durch einen au®erordentlich groBen 
Harnstoffreichtum auszeichnen, ein. 


Im Fischmuskel wurde Betain* (CH,),N —CH,—CO—O nachgewiesen. 


Aus dem Gewebe von Regenwiirmern glauben Acke rmann und Kutscher® 
Betain und Cholin (CH,;);N—CH,—CH,—OH isoliert zu haben. Das 


OH 
Cholin kommt in Spuren auch in den Skelettmuskeln® vor. 


In letzter Zeit ist ein neuer Bestandteil der Vogelmuskulatur bekannt- 
geworden’. Es handelt sich um das Anserin, einen dem Carnosin nahe 
verwandten Stoff, dessen Konstitutionsformel 

HC—C—CH,—C H—COOH 


j 
| 


| 
N NCH, NH—CO 
\/ 

CH CH, 

CH, 

NH, 
von W. Keil® durch verschiedene Abbaureaktionen festgelegt werden konnte. 
Das Anserin wurde nebenbei auch im Muskel von Reptilien, mitunter 


zusammen mit Carnosin, angetroffen*®. Dagegen konnte es im Rindsmuskel 
nicht nachgewiesen werden. 


Bisher geiibte Isolierungsmethoden der Muskelextraktivstoffe. 


Was die Isolierung und Abtrennung der einzelnen Extraktivstoffe 
betrifft, so gibt es mannigfache darauf gerichtete Verfahren, denen 
allen die Extraktion der Muskelbestandteile durch Auskochen des 


' Soave, Accad. Torino 40, 831, 1905; Micko, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 56, 180, 1908. 

? Haycrajft, Journ. of anat. Phys. 18, 129, 1884; Schéndorff, Arch. f. d. 
ges. Phys. 74, 307, 1899. 

3 Schréder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 576, 1890. 

* Suwa, Arch. f. d. ges. Phys. 128, 421, 1909; 129, 231, 1909. 

® Zeitschr. f. Biol. 75, 315, 1922. 

® Reid Hunt, Journ. pharm. Therap. 7, 301, 1915. 

? Ackermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 1, 1929. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 1, 1930. 

®* F. A. Hoppe-Seyler, ebendaselbst 184, 276, 1929. 
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Muskels mit Wasser gemeinsam ist. Im allgemeinen werden sodann 
die gewonnenen wasserigen Ausziige einer EnteiweiBung durch eine der 
iiblichen Methoden unterworfen, und zwar wird der gréBte Teil der 
gelésten Proteine durch Hitzekoagulation bei schwach saurer Reaktion 
entfernt ; der noch in Lésung verbliebenen komplexen Proteinsubstanzen 
(Albuminate) entledigt man sich meist durch Ausfallen mit einer 
wasserigen J'anninlésung. Weiter wird an den wasserigen Ausziigen eine 
Reinigung durch Fallen mit konzentrierter Bleiacetatlésung vorgenommen 
und das iiberschiissige Bleiacetat mit Schwefelwasserstoff eliminiert. 

Nach diesen Voroperationen wird erst die Isolierung der einzelnen 
Extraktivstoffe vorgenommen. Zunichst erfolgt nach Drechsel! eine 
Fallung mit Phosphorwolframsdure, wobei dann die erhaltenen Phosphor- 
wolframate entweder durch Baryt oder durch Salzsiure und ein Ge- 
misch von Amylalkohol und Ather zerlegt werden. Die gewonnene 
Basenlésung wird mit Silbernitrat niedergeschlagen, wodurch die 
Purinkérper als Silberverbindungen ausfallen. Zur Trennung der im 
Filtrat des Silberniederschlages befindlichen Extraktivstoffe sind ver- 
schiedene Methoden bekanntgeworden. Grundlegend fiir alle ist das 
Verfahren von Kossel und Kutscher*. Dieses teilt die Basen in drei 
Fraktionen: I. in die Histidinfraktion, fallbar durch eine neutrale 
oder schwach alkalische Silbernitratlésung, II. in die Argininfraktion, 
fallbar durch eine stark barytalkalische Silbernitratlésung, und IIT. in 
die Lysinfraktion, welche durch Silbernitrat nicht gefallt wird. 

Das Verfahren von Engeland* beruht auf einer Ausfallung der 
Basen in Form ihrer Quecksilberdoppelsalze mittels eines Gemenges von 
Sublimat und Natriumacetat. Die gewonnenen Doppelsalze werden 
zerlegt, mit Methylalkohol extrahiert und mittels einer Sublimat- oder 
Cadmiumchloridlésung und durch Herstellung von Platin- und Gold- 
doppelsalzen voneinander getrennt. 

AuBer diesen allgemeinen Verfahren gibt es noch eine Anzahl 
anderer, einfacherer Methoden, welche die Isolierung bestimmter 
Extraktivstoffe zum Zwecke haben. 

Die erwaihnten Verfahren sind mit verschiedenen Méangeln behaftet. 
Das stundenlange Auskochen mit Wasser fiihrt dazu, daB eine gréBere 
Menge von kolloiden Stoffen in den iibrigens schwer filtrierbaren Auszug 
hineingeht und die weiteren Operationen erschwert. Die Reinigung mit 
Bleiacetat fiihrt zu namhaften Verlusten an Extraktivstoffen, der Blei- 
niederschlag absorbiert nimlich selbst groBe Mengen von Stoffen, die nur 
schwer auswaschbar sind, und dieselbe adsorptive Eigenschaft besitzt auch 
das Bleisulfid. Weitere Verluste werden bedingt durch die Ausfillung der 
Albuminate. 


3er. 28, 3189, 1895. 
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Eine elegantere Methode zur Herstellung von Muskelextrakten 
ist von Krimberg und Komarow! angegeben worden. Diese Autoren 
extrahieren die zerkleinerten Muskeln dreimal mit Wasser bei 70 bis 85°, 
und zwar nur 30 Minuten lang. Dadurch vermeiden sie, daB gréBere 
Quantitaten kolloider Stoffe, welche die Ausbeute an Extraktivstoffen 
in hohem MaBe vermindern, in den Auszug tibergehen. 


Neues Verfahren zur Ermittlung der Stickstoffverteilung im Muskel. 


Von der bekannten Tatsache ausgehend, daB die meisten stickstoff- 
haltigen Muskelextraktivstoffe in starkem Alkohol léslich sind, daB 
weiter Alkohol ein gutes EnteiweiBungsmittel darstellt, sollte in der 
vorliegenden Arbeit der Versuch unternommen werden, die bisher 
geiibte wisserige Extraktion des Muskels durch eine alkoholische zu 
ersetzen. Dieser Weg schien besonders verlockend und wir hofften, 
so die langwierige Herstellung wasseriger, schwer filtrierbarer Extrakte 
und deren miihsame EnteiweiSung und Reinigung bequem umgehen 
zu kénnen. 

Zum Zwecke der Herstellung eines alkoholischen Auszuges wurden 
sorgfaltig von Sehnen befreite Muskeln durch eine Fleischhackmaschine 
getrieben und mit dem zwei- bis dreifachen Volumen 96 °,,igen Alkohols 
3 bis 4 Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt. Dieser Vorgang wurde 
dreimal wiederholt. Die vereinigten alkoholischen Extrakte wurden 
im Vakuum von Alkohol befreit und der erhaltene Riickstand mit 
starkem Alkohol iiber Nacht im Eiskasten stehen gelassen, wobei eine 
voluminése Fallung von EiweiBspaltungsprodukten erfolgte. Das Filtrat 
wurde nochmals im Vakuum eingeengt, der Riickstand abermals mit 
starkem Alkohol gefallt und diese Operation so lange fortgesetzt, bis 
die schlieBlich resultierende, bei vermindertem Druck eingeengte 
Lésung mit absolutem Alkohol nicht mehr ausfiel. Die jeweilig ab- 
filtrierten Niederschlige wurden selbstverstandlich immer mit Alkohol 
sorgfaltig ausgewaschen. Da in den alkoholischen Auszug Phosphatide 
mit hineingehen und diese, weil stérend, unbedingt entfernt werden 
miissen, wurde der schlieBlich eiweiBfreie, alkoholische Extrakt durch 
Abdampfen vollig von Alkohol befreit, der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen und die Gesamtmenge der Phosphatide durch 6fteres 
Ausschiitteln mit Ather eliminiert. So resultierte eine wasserige, eiweib- 
und phosphatidfreie Fliissigkeit, die das Ausgangsmaterial der zu 
schildernden Untersuchungen bildete. 

Wahrend die in der Literatur vielfach angefiihrten und oben teil- 
weise zitierten Extraktionsmethoden hauptsichlich fiir die Isolierung 
der einzelnen stickstoffhaltigen Muskelbestandteile dienstbar gemacht 


1 Diese Zeitschr. 171, 171, 1926. 
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wurden, soll an dieser Stelle hervorgehoben werden, da mit der An- 
wendung der alkoholischen Extraktion weniger die Reindarstellung 
der einzelnen Muskelextraktivstoffe als das Studium ihrer Abbau- 
produkte ins Auge gefabt wurde. 

Waren einmal die Art und die Mengenverhaltnisse der Abbau- 
produkte festgestellt, so konnte man hoffen, aus diesen Untersuchungen 
wichtige Riickschliisse auf die Grundsubstanzen ziehen zu k6nnen. 

So wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Male der Versuch 
unternommen, Muskelextrakte einer Verseifung mit 30° ,iger Natron- 
lauge zu unterwerfen. Bei diesem ProzeB kam es zur Bildung von 
fliichtigen, zweifellos aus den stickstoffhaltigen Muskelextraktivstoffen 
entstandenen Basen, welche in Salzsiure aufgefangen und zunichst 
auf ihre chemische Beschaffenheit hin gepriift wurden. In weiterer 
Folge war eine quantitative Trennung der isolierten Basenchlorhydrate 
beabsichtigt. 

Qualitativ konnten folgende Verhiltnisse festgestellt werden: 
Die Verseifung simtlicher nach oben geschildertem Verfahren her- 
gestellter Extrakte ergab durchwegs ein Gemenge von Ammoniak, 
Methylamin und Trimethylamin, deren Nachweis folgendermaen 
gefiihrt wurde: Das durch Verseifung mit 30°,iger Lauge aus den 
Extrakten gewonnene Gemenge der Basenchlorhydrate wurde nach 
dem Verfahren von Bertheaume! einer Extraktion mit Chloroform 
unterzogen, wobei ein chloroformunléslicher und ein chloroformléslicher 
Anteil gewonnen wurden. Im chloroformunléslichen Teil lieB sich neben 
Salmiak Methylaminchlorhydrat mittels der, tbrigens ziemlich un- 
empfindlichen, Reaktion von T'salapatani® nachweisen. Der chloroform- 
lésliche Teil enthielt lediglich Trimethylaminchlorhydrat, das mittels 
Schmelzpunktbestimmung und durch Uberfiihrung in das entsprechende 
Pikrolonat und Perjodid identifiziert werden konnte. 

Demgegeniiber gestaltete sich die Untersuchung der Mengenverhdltnisse 
der Basenchlorhydrate viel schwieriger. Wahrend die Abtrennung des 
Trimethylaminchlorhydrates nach der Methode von Bertheaume quantitativ 
erfolgte, ergaben sich ungeahnte Schwierigkeiten beim Versuch der quanti- 
tativen Trennung des Methylamins von Ammoniak. Die Durchsicht zahl- 
reicher diesbeziiglicher Literaturangaben lieB zwar eine Menge Trennungs- 
moéglichkeiten aussichtsreich erscheinen, deren Durchfiihrung fiihrte jedoch 
durchwegs zu MiGerfolgen. Vielversprechend erschien beispielsweise die 
Methode von P. A. Valton* zum Nachweis von Methylamin neben Ammoniak. 
Methylamin reagiert nimlich rasch mit Dinitro-2-4-chlorbenzol in alko- 
holischer Lésung unter Bildung von Dinitro-2-4-N-methylanilin, das wenig 


in Alkohol léslich ist, so da8 Methylamin neben viel Ammoniak gut erkannt 
werden kann. Der Versuch, diese Nachweisreaktion des Methylamins 


1 Compt. rend. 150, 1251, 1910; 151, 146, 1910. 
2 Bull. de la soc. de Steinte din Bucaresci 16, 67, 1907. 
8 Journ. Chem. Soc. London 127, 40, 1925; C. 1925, I, 2177. 
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neben Ammoniak fiir quantitative Zwecke auszuwerten, schlug jedoch fehl. 
Mittels dieser Umsetzung gelingt es gerade noch, 0,2 g Methylaminchlor- 
hydrat neben Ammoniak mit Sicherheit nachzuweisen, welche Mengen ein 
Vielfaches des aus den verschiedenen Muskelextrakten nach der Verseifung 
isolierten Methylaminchlorhydrates darstellen. 

Nach vielen miihevollen und erfolglosen Versuchen, eine quantitative 
Bestimmung des Methylamins neben Ammoniak an der Hand der in 
der Literatur angefiihrten Trennungsreaktionen durchzufiihren, ver- 
fielen wir auf den Gedanken, den Methylamingehalt indirekt durch 
eine quantitative Bestimmung des an Stickstoff gebundenen Methyls 
zu ermitteln. Alkylimidhaltige Verbindungen spalten bekanntlich nach 
Herzig und Meyer! unter Einwirkung von konzentrierter Jodwasser- 
stoffsiure bei héherer Temperatur das gesamte Alkyl in Form von 
Jodalkyl ab. Dieses wird, nachdem es entsprechend gereinigt wurde, 
in alkoholische Silbernitratlésung geleitet, woselbst es sich zu Jodsilber 
und Alkohol umsetzt. Das gebildete Jodsilber wird abfiltriert und 
gewogen und es entspricht ein Mol AgJ einer Alkylgruppe. Das Prinzip 
dieser Methylimidbestimmung, die urspriinglich lediglich Zwecken der 
Makroanalyse diente, wurde von Pregl? auf mikroanalytisches Gebiet 
iibertragen und sinngeméB umgearbeitet. Zweckdienliche Verbesse- 
rungen wurden von Edlbacher® durchgefihrt, die Preglsche Apparatur 
selbst wurde in vorteilhafter Weise am hiesigen Institut von A. Friedrich 4 
modifiziert. 

Samtliche in dieser Arbeit angefiihrten Methylimidanalysen wurden 
in dem von Friedrich angegebenen Apparat ausgefiihrt. 

Somit war ein Weg zur quantitativen Trennung und Bestimmung 
der aus der Verseifung der Muskelextrakte resultierenden Basen ge- 
geben. 

Da es von vornherein klar war, daB nicht alle stickstoffhaltigen 
Muskelextraktivstoffe quantitativ verseifbar sind, wurde bei allen 
Muskelausziigen eine Gesamtstickstoffbestimmung durch Kjeldahlisieren 
durchgefiihrt, um nach Abzug der durch Verseifung entstandenen 
Basen einen Uberblick iiber den nicht verseifbaren Anteil der Muskel- 
bestandteile zu gewinnen. 

Wir untersuchten neben den weiter unten anzufiihrenden Tier- 
gattungen auch den Kabeljaumuskel, von dem anzunehmen war, dab 
er als Seefischmuskel auch T'rimethylaminoryd® enthalt. Zur Be- 


’ Ber. 27, 319, 1894; M. 15, 613, 1894; 16, 599, 1895; 18, 379, 1897. 

2 Quantitative organische Mikroanalyse, 2. Aufl., 1923, S. 188. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 278, 1918. 

* Mikrochemie, 7. Jahrg., Band 1, 195, 1929; Pregl, Quantitative 
organische Mikroanalyse, 3. Aufl., 1930, S. 215. 

® Suwa, Arch. f. d. ges. Physiol. 128, 421, 1909; 129, 231, 1909; Hoppe- 
Seyler, Ronas Ber. 50, 179, 1929. 
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stimmung des letzteren muBte eine Methode zurechtgelegt werden. 
Poller und Linneweh! geben an, da man Trimethylaminoxyd mit 
Zinkstaub in alkalischer Lésung zu Trimethylamin reduzieren kann. 
Diese Reaktion wurde auf unsere Versuche mit Erfolg iibertragen. 

In den Bereich der Untersuchungen wurden Muskeln folgender 
Tiergattungen gezogen: Rind, Kaninchen, Hund, Karpfen, Kabeljau 
und Regenwiirmer. Mit Ausnahme des Rinds- und Kabeljaumuskels 
gelangte das iibrige Material in lebensfrischem Zustande zur Ver- 
arbeitung. 

Spezielle Versuchsmethodik. 


Das Verfahren zur Herstellung der Muskelextrakte ist bereits 
oben beschrieben worden. Die eiweib- und phosphatidfreie, hellgelb 
bis braun gefirbte Fliissigkeit wurde jeweils in einen MeBkolben ge- 
bracht und mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. Aliquote Teile der- 
selben dienten verschiedenen Untersuchungen. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 


lecm des jeweiligen Extraktes wurde kjeldahlisiert. 


Verseifung des Extraktes mit Natronlauge. 


Die Verseifung wurde in einem 750 ccm fassenden Kjeldahlveraschungs- 
kolben vorgenommen. Dieser wurde mit einem doppelt durchbohrten 
Gummistopfen versehen, in dessen eine Bohrung ein Tropftrichter, in dessen 
andere Bohrung der kiirzere Schenkel eines zweimal im rechten Winkel 
abgebogenen Gasentbindungsrohres gesteckt und knapp unter dem Stopfen 
abgeschnitten war. Uber den viel langeren Schenkel des Gasentbindungs- 
rohres, der in eine Vorlage mit doppeltnormaler Salzsiure eintauchte, 
wurde zur Kiihlung der abdestillierenden Dampfe ein Kiihlmantel geschoben. 
In den Kolben kam ein aliquoter Teil des zu untersuchenden Extraktes 
(etwa 20 ccm), weiter 100 cem Wasser, 100 ccm 30°, iger Natronlauge und 
zur Vermeidung des Siedeverzuges einige Bimssteinstiickchen. Der Tropf- 
trichter wurde ebenfalls mit Wasser gefiillt. Nun wurde erhitzt und das 
verdampfte Wasser von Zeit zu Zeit durch neues aus dem Tropftrichter 
ersetzt. Die Destillation wurde so lange fortgesetzt, bis keine alkalisch 
reagierende Fliissigkeit mehr iiberging, was bei der Verseifung der meisten 
Extrakte leider geraume Zeit in Anspruch nahm (12 bis 36 Stunden). 
Die Destillate wurden am Wasserbade eingeengt, getrocknet und gewogen. 
So erhielt man ein Gemenge der Basen in Form ihrer Chlorhydrate, die durch 
Verseifung der Muskelextraktivstoffe gebildet worden waren. Zwecks 
Reinigung wurden die Chlorhydrate einer neuerlichen Destillation mit 
starker Natronlauge im gleichen Apparat unterworfen. Nur wurde in 


diesem Falle die Lauge nicht direkt in den Kolben hineingebracht, sondern | 


zur Vermeidung von Verlusten aus dem Tropftrichter zuflieBen gelassen. 
Das Destillat wurde wieder eingeengt, getrocknet und gewogen. Man erhielt 
so ein schneeweiBes Pulver, das ein Gemenge der Chlorhydrate von Ammo- 
niak, Methylamin und Trimethylamin darstellt. 


1 Ber. 59, 1362, 1926. 
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Abtrennung des Trimethylaminchlorh ydrates. 


Das Gemenge der drei Chlorhydrate wurde méglichst quantitativ 
in einen trockenen 200-Erlenmeyerkolben gebracht und mit Chloroform 
4 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Erkalten wurde vom 
ungelést gebliebenen Riickstand abfiltriert, der letztere mit Chloroform 
wiederholt extrahiert und das Filtrat in einer gewogenen Kristallisier- 
schale eingedampft, getrocknet und zur Wagung gebracht. Die ab- 
geschiedenen Nadeln stellen das Trimethylaminchlorhydrat dar, dessen 
Schmelzpunkt 271 bis 275° mit dem in der Literatur angefiihrten voll- 
kommen iibereinstimmte. Uberdies wurde das Trimethylaminchlor- 
hydrat in das Perjodid (CH;),N—-HJ .J,, das Pikrolonat (CH,), N 
.CyoHgN,O; und das Chloraurat (CH,),N .HCl.AuCl, iibergefiihrt, 
welche Verbindungen sich mit den in der Literatur zitierten analogen 
Stoffen ganzlich identisch erwiesen. 


Bestimmung des Methylaminchlorhydrates durch Methylimidanalyse. 


Der in Chloroform unlésliche Riickstand wurde in Wasser gelést 
und in einer gewogenen Schale zur Trockne und sodann zur Wagung 
gebracht. Das erhaltene weiBe, vollkommen homogen aussehende 
Pulver stellt ein Gemenge von Salmiak und Methylaminchlorhydrat 
dar. Der.Methylaminchlorhydratgehalt dieses Gemenges wird indirekt 
durch Methylimidanalyse nach Pregl im Friedrichschen Apparat be- 
stimmt. 

Hier seien zwei Testanalysen als Belege fiir die Leistungsfahigkeit des 
Apparates angefiihrt: 

Kreatin C,H,O,N3. 
7,388 mg Substanz ergaben 13,234 mg AgJ. 
Ber.: CH, 11,45%; 
gef.: CH, 11,46%. 
Trimethylaminchloraurat (CH ;),;N —HCl—AuCl,. 
3,604 mg Substanz ergaben 5,945 mg AgJ. 
Ber.: 3CH, 11,28%; 
gef.: 3CH, 10,56%. 

Die Methylimidanalyse des chloroformunléslichen Anteils des 
Verseifungsriickstandes wurde jeweils so ausgefiihrt, daB 20 bis 30 mg 
des entsprechenden Gemenges untersucht wurden. Es wurden immer 
mindestens zwei, manchmal auch mehrere Doppelbestimmungen aus- 
gefiihrt. Der erhaltene Methylimidwert wurde auf Methylaminchlor- 
hydrat umgerechnet. 

Der Salmiakgehalt wurde aus der Differenz errechnet. 


Bestimmung des Trimethylaminoxyds. 


Nach erfolgter Verseifung des Muskelextraktes mit 30 °,,iger Natron- 
lauge wurden zum erkalteten Verseifungsriickstand etwa 10g Zink- 
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staub p.a. zugesetzt und die Destillation wieder in Gang gebracht. 
Nach einiger Zeit begann eine alkalisch reagierende Fliissigkeit iiber- 
zugehen, welche in einer Vorlage mit 2 n-Salzséure aufgefangen wurde. 
Das Destillat wurde eingeengt, zur Trockne gebracht und dann mit 
Chloroform extrahiert. Der eingedampfte Chloroformauszug schied 


Nadeln vom Schmelzpunkt 271 bis 275° aus, die durch Uberfiihrung 


in das Pikrolonat als Trimethylaminchlorhydrat identifiziert werden 
konnten. 

Diese zunachst beim Kabeljaumuskelextrakt ausgefiihrte Be- 
stimmung wurde dann auch auf den Rinds- und Hundemuskelauszug 
ausgedehnt. 


Analytische Belege. 
I. Rindsmuskel A. 


Aus 445g Rindsmuskel wurden nach oben gegebener Vorschrift 
100 ccm eines eiweiB- und phosphatidfreien Auszuges verfertigt. 
Icem dieses Extraktes entspricht 4,45 g feuchten Muskels. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 


1. Fiir 1 cem des Extraktes wurden 6,393 cem n/10 Salzsaiure verbraucht. 
leem entsprechend 4,45 g Muskeln enthalt 0,0090 g N. 

100 q feuchten Muskels enthalten 0,2022 9 N. 

2. 1ecem Extrakt; es wurden gebunden 6,293 cem n/10 HCl. 

4,45 g Muskel enthalten 0,0088 g N, 

100q oe a O,1977 9 N. 


Verseifung des Rindsmuskelextraktes, Trennung der ent- 
standenen Basenchlorhydrate und Bestimmung des Trimethyl- 
aminoxyds. 


20 cem Extrakt (entsprechend 89 g Muskeln) werden, wie oben beschrie- 
ben, mit 30°%,iger Natronlauge verseift. Die erhaltenen Chlorhydrate 
werden mit Chloroform ausgezogen, der chloroformunlésliche Riickstand 
einer Methylamidanalyse unterworfen. Der Verseifungsriickstand wird 
schlieBlich mit Zinkstaub destilliert. 

NH,Cl 
89g Muskel ergaben 0,4038 g | CH,N H,-HCl 
(CH,), N-HCl, 
das sind 0,4537 in 100 g Muskelsubstanz. 
89g Muskel ergaben 0,0670 g (CH,;),;N, HCl, 
das sind 0,0753 g in 100 g Muskelsubstanz, 
daraus berechnen sich 0,0110g (CH,),N-Stickstoff in 
100g Muskulatur. 
89g Muskel ergaben 0,3368 g cae i, dict, 
das sind 0,3784 g in 100 g Muskelsubstanz. 
Nach der Zinkstaubdestillation : 
89g Muskel ergaben 0,0091 g (CH,),N, HCl, 
das sind 0,0080g (CH,),NO in 100g Muskelsubstanz und 
0,0015 g (CH,),NO-Stickstoff in 100g Muskelsubstanz. 
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Methylimidwerte. 
1. 16,664 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor 
hydrat aus 89g Muskeln lieferten 4,819 mg AgJ, 

daraus berechnen sich 0,0315 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel 

und 0,0065 g CH,N H,-Stickstoff in 100g Muskel. 
2. 15,740 mg desselben Gemenges ergaben 4,123 mg AgJ, 
daraus errechnen sich 0,0285 gCH,NH,-HCl in 100g Muskel 

und 0,0059g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 
3. 12,953 mg lieferten 3,647 mg AgJ, 
daraus ergeben sich 0,0307 g CH,NH,-HCl in 100g Muskulatur 

und 0,0064g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel- 

substanz. 
Mittelwerte. 
0,0302 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel 
und 0,0062 9 CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


Bestimmung des Salmiakgehaltes. 


sai NH,Cl 
0,3784 g CH,NH,, HOI | in 100g Muskulatur 
- 0,0302g CH,NH,, HC] ,, 100g i, 
= 0,3482g NH,Cl » 100g sie und 


0,0911g NH,-Stickstoff » 100g Muskel. 


II. Rindsmuskel B. 
Aus 425g Rindsmuskel wurden unter analogen Bedingungen 100 cem 
eines fett- und eiweiBfreien Extraktes erhalten. 
Diese Paralleluntersuchung wurde hauptsichlich wegen der Kontrolle 


des bei der Verseifung entstehenden Trimethylamins unternommen. 1 ccm 
des Extraktes entspricht 4,25 g Muskulatur. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 
leem Extrakt; 6,07 cem n/10 HCl. 
In 4,25 g Muskel sind 0,0085 g¢ Stickstoff enthalten. 
» 100g " ua 0,2000 g i * 


l. Verseifung des Extraktes und Bestimmung des 
Trimethylamingehaltes. 
20 ccm Extrakt (entsprechend 85 g Muskel) wurden, wie oben beschrie- 
ben, verarbeitet. 
+ NH,Cl 
85 g Muskel lieferten 0,3827 g , CH,NH,-HCl 
{ (CH,),N, HCl, 
das sind 0,4502 g in 100g Muskel. 
85g Muskel lieferten 0,0568 g (CH,),N-HCl, 
das sind 0,0668 g in 100 g Muskel, 
daraus berechnen sich 0,0098 gq (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 
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2. Parallelverseifung des Extraktes und Bestimmung des 
Trimethylamins. 
30 com Extrakt (127;5 g Muskel) wurden wie oben verarbeitet. 
2 zt NH,Cl 
127,5 g Muskel lieferten 0,6402 g | CH,N H,-HCl, 
(CH,),N-HCl 
das sind 0,5022 g in 100g Muskel, 
127,5 g Muskel lieferten 0,0766 g (CH,),N-HCIl, 
das sind 0,0601 g¢ in 100g Muskel, 
daraus berechnen sich 0,0088 gq (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 


III. Kaninchenmuskel. 


335 g Kaninchenmuskel wurden nach gegebener Vorschrift verarbeitet. 


Es resultierten 50 ccm eines eiweiB- und phosphatidfreien Auszuges. 


leem desselben entspricht 6,7 g feuchten Muskels. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 
1. leem Extrakt; 9,495 cem n/10 HCl, 
6,7 g Muskel enthalten 0,0133 g N, 
100 q -~ s 0,1990 9 N. 
2. leem Extrakt; 9,69 cem n/10 HCl, 
6,7 g Muskel enthalten 0,0136g¢ N, 
100g “6 ” 0,2030g N. 
3. leem Extrakt; 9,49cem n/10 HCl, 
6,7 g Muskel enthalten 0,0133 g¢ N, 
100g ie i 0,1990 9g N. 


Verseifung des Kaninchenmuskelextraktes, Trennung und 
Bestimmung der Basenchlorhydrate. 
15 cem des Extraktes (100,5 g Muskel) wurden verseift und wie sonst 
ublich aufgearbeitet. 
| NH,Cl 
100,5 g Muskel ergaben 0,5036 g CH,NH,-HCl 
(CH;),N-HCl, 
das sind 0,5011 g in 100 g Muskel. 
100,5 g Muskel ergaben 0,0142 g (CH,;),N-HCl, 
das sind 0,0141 g in 100g Muskel. 
Daraus errechnen sich 0,0020g (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 
NH,Cl 
(CH,;) N H,-HCl, 
das sind 0,4869 g in 100g Muskel. 


100,5 g Muskel ergaben 0,4894 g 


Methylimidwerte. 


1. 9,704 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlorhydrat 
aus 100,5 g Muskel lieferten 1,217 mg AgJ. 


Daraus folgen 0,0176 gCH,NH,-HCl in 100 g Muskel 
und 0,0036 g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 
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2. 40,749 mg lieferten 6,250 mg Ag J, 
daraus berechnen sich 0,0215 gCH,N H,-HCl in 100g Muskel 
und 0,0044 9g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 
3. 26,072 mg lieferten 4,049 mg Ag J, 
daraus ergeben sich 0,0217gCH,NH,-HCl in 100g Muskel 
und 0,0044 9 CH,N H,-Stickstoff in 100g Muskel. 


Bestimmung des Salmiakgehaltes, 

{ NH,Cl F . = 

| CH,NH,-HCI in 100 g Muskel 

— 0,0216g CH,NH,-HCI ,, 100g » » daraus folgen: 
0,4653g¢ NH,Cl » 100g ‘a und 
0,1217 g NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


0,4869 g 


IV. Hundemuskel. 


960 g Muskel wurden eine halbe Stunde nach dem Verenden des Tieres 
verarbeitet und lieferten 100 ccm eines von EiweiB und Phosphatiden 
befreiten Auszuges. 1ccm entspricht 9,6 g feuchter Muskulatur. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 


l. 1 ecem Extrakt; 8,593 cem n/10 HCl. 
9,6 g Muskel enthalten 0,0120 g¢ N. 
100q os % 0,1250 9 N. 


2. 1 ccm Extrakt; 8,693 cem n/10 HCl. 
9,6 g Muskel enthalten 0,0122 g N. 
100q o *» 0,12709 N. 


Verseitung des Hundemuskelextraktes; 
Trennung und Bestimmung der Basenchlorhydrate, 
Bestimmung des Trimethylaminoxyds. 
20 cem des Extraktes (192 g Muskel) wurden verseift. 
NH,Cl 
192 g Muskel ergaben 0,4990 g CH,NH,-HCl 
(CH;), N-HCl, 
das sind 0,2599 g in 100 g Muskel. 
192 g Muskel ergaben 0,0386 g (CH,),N-HCIl, 
das sind 0,0201 g in 100 g Muskel, 
daraus ergeben sich 0,0030g (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 
192 g Muskel ergaben 0,4604 g robe mice, 
das sind 0,2398 g in 100g Muskel. 


Nach der Zinkstaubdestillation : 
192 g Muskel lieferten 0,0206 g (CH,),N-HCl, 
das sind 0,0084g (CH,;),NO in 100g Muskel und 
0,0016 g (CH,),NO-Stickstoff in 100g Muskel. 
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Methylimidanalysen. 
1. 21,413 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlorhydrat 
aus 192 g¢ Muskel ergaben 3,246 mg AgJ. 
Daraus ergeben sich 0,0105 g CH,NH,-HCl in 100 g Muskel und 

0,0022 g CH,N H,-Stickstoj{f in 100g Muskel. 

2. 23,281 mg; 3,586 mg AgJ. 
Daraus berechnen sich 0,0106 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel und 
0,0022 g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


Salmiakwert. 
jNH,Cl | 
| CH,NH,-HCI | 

— 0,0105g CH,NH,-HCl in 100g Muskel, 
das sind 0,2293 g NH,ClI in 100g Muskel und 
0,0600 g NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


0,2398 g in 100g Muskel 


V. Karpfenmuskel. 


430 g¢ Karpfenmuskel lieferten 100ccm Extrakt. 1lecm entspricht 
4,3 g¢ feuchten Karpfenmuskels. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 
1. 1 ecem Extrakt; 3,295 cem n/10 HCl. 
4,3 g Karpfenmuskel enthalten 0,0046 g N. 
100 q oe ne 01073 gq N. 
2. 1 cem Extrakt; 3,395 cem n/10 HCl. 
4,3 g Muskel enthalten 0,0048 g N. 
100g ‘“ ai 0,1105g N. 


Verseifung des Muskelextraktes, Abtrennung und Bestimmung 
der Basen. 
20 cem des Extraktes (86g Muskel) wurden verseift. 
tes NH,Cl 
86g Muskel lieferten 0,1816g | CH,NH,-HCl 
(C H,), N-HCl, 
das sind 0,2112 g in 100g Muskel, 
86g Muskel lieferten 0,0101 g (CH,),;N-HCl, 
das sind 0,0117 g in 100g Muskel. 
Daraus folgen 0,0017 g (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 
86g Muskel lieferten 0,1715 g | oa be, eek, 


das sind 0,1994 g in 100g Muskel. 


Methylimidanalysen. 


1. 17,575 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlorhydrat 
aus 86g Muskel ergaben 2,225 mg AgJ. 
Daraus folgen 0,0073 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel und 
0,0015 g CH,N H,-Stickstoff in 100g Muskel. 
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2. 18,999 mg ergaben 2,325 mg AgJ. 
Daraus ergeben sich 0,0070 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel und 
0,00159g CH,NH,-Sickstoff in 100g Muskel. 


Mittelwerte. 
100 g Muskel enthalten 0,0072 g CH,NH,-HCl und 
0,0015 g CH,N H,-Stickstoff. 
Bestimmung des Salmiakgehaltes. 
NH,Cl ) : 
0.1994 ¢ | tes n 100g Muskel 
® | CH,NH,-HC) { dion waa 
— 0,0072g CH,NH,-HC! in 100 g Muskel, 
das sind 0,1922 g NH,Cl in 100g Muskel und 
0,0503 g NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


VI. Kabeljaumuskel'. 

Die Untersuchung des Kabeljaumuskels gestaltete sich insofern ein 
wenig anders, als doch beriicksichtigt werden muBte, daB im Kabeljaumuskel 
Amine vorgebildet vorkommen, und zwar in freier Form. Deswegen muBten 
zwei Serien von Bestimmungen ausgefiihrt werden. 


A. Bestimmung der praformierten Basen. 

80 g Kabeljaumuskel wurden zerkleinert und im oben beschriebenen 
Verseifungsapparat direkt mit Wasser in eine Vorlage mit Salzsaure so lange 
destilliert, bis keine fliichtigen Basen mehr iibergingen. Das Destillat wurde 
eingeengt und die erhaltenen Basenchlorhydrate zur Reinigung nochmals 
mit 30°, iger Lange destilliert. Die Aufarbeitung der gereinigten Chlor- 
hydrate erfolgte wie gewohnlich. 

Es wurden erhalten: 

| NH,Cl 
0,3866 g | CH,NH,-HCl 
(CH,), N-H Cl, 
das sind 0,4832 g in 100 g¢ Muskel, 
0,2089 g (CH,),N-HCl, 
das sind 0,2611 g in 100 g¢ Muskel, 
demnach 0,0383 g (CH,),N-Stickstoff in 100q Muskel. 
0,1777¢ | NHC : 
| CH,NH,-HCl, 
das sind 0,2221 g in 100g Muskel. 
Methylimidbestimmungen., 
1. 26,375 mg des Gemenges aus 80g Muskel lieferten 40,811 mg AgJ. 
Daraus berechnen sich 0,0990 g CH,;NH,-HCl in 100 g Muskel und 
0,0205 g CH,N H,-Stickstoff in 100g Muskel. 
2. 7,129 mg lieferten 11,525 mg AgJ. 
Demnach enthalten 100 g Muskel 0,1036 g¢ CH,NH,-HCl und 
0,0215 gq CH,N H,-Stickstoff. 

1 Der Kabeljaumuskel wurde von der Nordseefischerei in gefrorenem 

Zustande bezogen. 
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Salmiakgehaltsbestimmung. 


NH,Cl , is 
2221 g | ‘ 00 g Mus 
0,2221 g | CH,NH,-HCl in 100 g Muskel 
— 0,1013g CH,;NH,-HCl in 100g Muskel, 
das sind 0,1208 g NH,Cl in 100g Muskel und 9 
0,0316 g NH,-Stickstoff in 100g Muskel. i 
B. Darstellung eines alkoholischen Auszuges aus dem 
Kabeljaumuskel. 
620 g Muskel wurden wie gewoéhnlich aufgearbeitet. Es wurden nach 
der Entfernung von Eiwei8 und Phosphatiden 100 ccm eines braungelb 
gefarbten Extrakts erhalten. 1 ccm entspricht 6,2 g Muskel. 
resamtstickstoffbestimmung. 
1, 1 eem Extrakt; 9,79 cem n/10 HCl. 
6,2 g Muskel enthalten 0,0137 g¢ N, 
100 q - te 0,2210g N. 
2. 1 cem Extrakt; 9,993 cem n/10 HCI, 
6,2 g Muskel enthalten 0,0140g N, 
100g ‘ - 0,2256g N. 
Verseifung des Muskelextrakts, Trennung und Bestimmung tie 
der Basen und des Trimethylaminoxyds. , 
: ents 
20 ccm des Extrakts, entsprechend 124 g feuchter Muskulatur, wurden 
zunachst durch Destillation mit Wasser von den vorgebildeten Basen, 
deren Gehalt in einer anderen Analyse bestimmt wurde, befreit. Hierauf 
wurden durch den Tropftrichter etwa 100 ccm 30°, iger Lauge zuflieBen 
gelassen und die Destillation fortgesetzt. In der Vorlage befand sich 2 n-HCl. 
Die Reinigung der erhaltenen Chlorhydrate erfolgte wie immer durch eine 
neuerliche Destillation mit 30°, iger Lauge. Der Verseifungsriickstand 
wurde schlieBlich einer Zinkstaubdestillation unterworfen. 
NH,Cl 
124 g lieferten 0,4493 g | CH,NH,-HCl ” 
(CH,),N-HCl, Ve 
das sind 0,3623 g in 100 g Muskel. 
124 ¢ lieferten 0,1035 g (CH,),N-HCIl, 
das sind 0,0835 g in 100g Muskel, 
demnach 0,0122 g (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 
; NH,Cl 
9 se 7 4 f 4 
124g Muskel lieferten 0,3458 g | CH,NH,-HCI, 
das sind 0,2788 g in 100g Muskel. 
Nach der Zinkstaubdestillation: 
124g Muskel lieferten 0,0264 g (CH,),N-HCl, 
das sind 0,0167g (CH,),NO in 100g Muskel und 





0,0031g (CH,),NO-Stickstoff in 100g Muskel. 
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Methylimidanalysen. 
1. 21,184 mg des Gemenges aus 124 g lieferten 7,752 mg AgJ. 
Daraus ergeben sich 0,0294 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel und 
0,0061g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 
2. 20,292 mg des Gemenges; 6,412 mg AgJ. 
Daraus folgen: 0,0254g CH,NH,-HC! in 100g Muskel und 
0,0053 9 CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


Mittelwerte. 


0,0274 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel und 
0,0057 g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


Berechnung des Salmiakgehalts. 
{ NH,Cl 
| CH,NH,-HCI 
— 0,0274g CH,NH,-HCl in 100 g Muskel, 
das sind 0,2514 g NH,Cl in 100g Muskel und 
0,0658 g NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


0,2788 g in 100g Muskel 


VII. Regenwiirmer. 


527 g frische Regenwiirmer wurden direkt mit Alkohol extrahiert und 
der Auszug wie sonst verarbeitet. 1 cem des dunkelbraun gefarbten Extrakts 
entspricht 5,27 g Regenwurmgewebe. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 


. 1 cem Extrakt; 2,295 cem n/10 HCl, 
5,27 g Muskel enthalten 0.0032 ¢ N. 
100g pa om 0,0610g N. 

2. 1 cem Extrakt; 2,395 cem n/10 HCl, 
5,27 g Muskel enthalten 0,0034g¢ N, 
100 q eS ma 0,0640 gq N. 


Verseifung des Regenwurmextrakts und Bestimmung der 
einzelnen Basen. 
20 cem Extrakt (105,4 ¢g Muskel) wurden verseift. 
l NH,Cl 
105,4 g Muskel lieferten 0,0584g¢ | CH,NH,-HCl 
(CH,), N-HCl, 
das sind 0,0554 g in 100g Muskel. 
105.4 g Muskel lieferten 0,0028 g (CH,),N-HCl, 
das sind 0,0027 g in 100g Muskel. 
Daraus errechnen sich 0,0004gq (CH,),N-Stickstoff in 100g Muskel. 
{ NH,Cl 
| CH,NH,-HCl, 
das sind 0.0530 ¢ in 100g Muskel. 


105,4 g Muskel lieferten 0,0556 g 
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Methylimidanalyse. 
14,737 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlorhydrat 
aus 105,4g¢ Regenwurmmuskel ergaben 4,782 mg AgJ. 
Daraus folgen 0,0059 g CH,NH,-HCl in 100g Muskel und 
0,0012g CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


Bestimmung des Salmiakgehalts. 
{ NH,Cl | 
| CH,NH,-HCI | 
— 0,0059 g CH,NH,-HClI in 100 g Muskel, 

das sind 0,0471 g NH,Cl in 100g Muskel und 
0,0123q NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 


0,0530 g in 100g Muskel 


Diskussion der Ergebnisse. 


Bei der Betrachtung der Tabelle ergibt sich die Frage, welche 
Riickschliisse die angefiihrten analytischen Belege zulassen? Zunachst 
14Bt sich feststellen, daB die bei der Untersuchung der Saugetiermuskeln 
erhaltenen Werte wohl schwanken, aber im groBen und ganzen fast 
durchweg in derselben GréBenordnung liegen. Die Ergebnisse der 
Karpfenmuskeluntersuchung differieren auffallenderweise wenig von 
denen der Saugetiermuskeln, dagegen ist der Unterschied gegeniiber 
dem Kabeljaumuskel eklatant. Abgesehen von der Tatsache, dai man 
im Kabeljaumuskel Ammoniak, Methylamin und Trimethylamin in 
groBer Menge vorgebildet vorfindet, weichen auch die anderen durch 
Verseifung des Kabeljaumuskelextrakts erhaltenen Werte einigermaBen 
von denen des Karpfenmuskels ab. 


Nicht zu vergleichen sind ferner die bei der Untersuchung der 
Regenwiirmer erzielten Resultate, was bei der vollkommenen Verschieden- 
heit der Tierklasse nicht weiter wundernimmt. Auch sind in diesem 
Falle nicht isolierte Muskeln, sondern Extrakte aus ganzen Tieren zur 
Untersuchung gelangt. 


Was die Auswertung der erhaltenen Zahlen betrifft, so mu8 folgendes 
bemerkt werden: 
a) Ammoniak. 


Die Ammoniak-Stickstoffwerte haben bis auf den Fall des Kabeljau- 
muskels, wo erhebliche Mengen vorgebildeten Ammoniaks vorkommen, 
durchweg nichts zu besagen, weil, abgesehen von der sehr geringen Menge 
des priformierten Ammoniaks', das letztere in allen angefiihrten Fallen 
durch Verseifung verschiedener Grundsubstanzen gebildet wird. Als solche 
kommen in Betracht das Carnosin, welches bei der Verseifung mit starker 


1 Fiirth und Schwarz (1. c.): 0,007 bis 0,023 g in 100 g feuchten Muskels; 
nach Grafe (Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 311, 1906): 0,011 bis 0,014 g in 
100 g Muskel. 





Tabelle. 
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Lauge ein Molekiil Ammoniak, und zwar aus der /-Alaningruppe, abspaltet?, 
weiter das Kreatin und Kreatinin — beide Substanzen geben bei der 
Verseifung mit starker Lauge je zwei Molekiile Ammoniak ab —, und 
schlieBlich das Methylguanidin, das beim Erhitzen mit Kalilauge Ammoniak 
neben Methylamin liefert *. 

Die Ammoniak-Stickstoffwerte sind also keineswegs spezifisch und sind 
nicht weiter verwertbar. 


b) Methylguanidin. 


Dagegen lassen sich sowohl aus den erhaltenen Methylamin- als 
auch aus den Trimethylaminstickstoffwerten interessante Schliisse 
ableiten. 


Als Muttersubstanz fiir das bei der Verseifung der Muskelextrakte 
entstandene Methylamin kommt unter den Muskelextraktivstoffen 
lediglich das Methylguanidin in Betracht, und zwar aus folgender Uber- 
legung heraus: Theoretisch kénnen neben dem Methylguanidin als 
Grundstoffe fiir das Methylamin das Kreatin und Kreatinin und in 
der Vogelmuskulatur das Anserin angesprochen werden. Nun spalten 
das Kreatin und Kreatinin bei der Verseifung mit starken Alkalien 
bloB Ammoniak, aber kein Methylamin® ab. Diese aus der Literatur 
her bekannte Tatsache wurde in eigenen Versuchen tiberpriift und be- 
statigt gefunden. Das Anserin spaltet mit starken Alkalien ebenfalls 
kein Methylamin ab‘*, die Methylgruppe befindet sich namlich an 
einem Stickstoff des alkalibestandigen Imidazolringes. 


Da iiberdies bei der beschriebenen Aufarbeitung des Materials 
keine Gefahr einer Oxydation des Kreatins bzw. Kreatinins zum Methyl- 
guanidin bestand, kann geschlossen werden, da das Methylamin nur 
dem Methylguanidin entstammt und da’ somit das Methylguanidin 
einen nativen Muskelbestandteil darstellt. Komarow® ist es gelungen, aus 
100 g Ochsenfleisch 0,006 g Methylguanidin zu isolieren. Rechnet 
man den bei unserer Rindsmuskeluntersuchung gefundenen Methyl- 
aminstickstoffwert auf Methylguanidin um, so ergibt sich, dab in 100 g 
feuchten Rindsmuskels 0,0323 g Methylguanidin, somit etwa das Fiinf- 
fache der von Komarow gefundenen Menge vorhanden sein miibten. 
Dies kann zur Illustration der bekannten Beobachtung dienen, dab 
gerade Methylguanidin sehr schwer quantitativ aus dem Muskel zu 
isolieren ist. 


1 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der chemischen Analyse 1924, 
8. 193. 

2 Annalen 97, 339, 1856. 

3 Neubauer, Annalen 137, 289, 294, 1866. 

* Keil, 1. ¢. 
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c) Trimethylamin, Carnitin, Betain. 


Fir das aus den Muskelausziigen durch Verseifung entstandene 
Trimethylamin kann als Stammsubstanz bei den untersuchten Saugetier- 
arten hauptsichlich das Carnitin, bei den Fischen das Betain an- 
gesehen werden. Beim untersuchten Hundemuskel darf nicht auBer 
acht gelassen werden, dab das darin, wenn auch nur in Spuren vor- 
kommende Myokynin bei der Verseifung Trimethylamin liefern kénnte. 


Es liegt eine Angabe von Kinoshita! vor, nach der sich im Rindsmuskel 
Cholin bis zu einem Gehalt von 0,022°,, vorfinden soll. Die genauere Durch- 
sicht dieser Arbeit ergab, daB Kinoshita bei der von ihm gewahlten Arbeits- 
methode, die bei anderen Organen sehr wohl anwendbar ist, aus dem Rinds- 
muskel in erster Linie Carnitin isoliert haben mu und dieses irrtiimlicher- 
weise als Cholin aufgefaBt hat. Die von ihm zum Beweis fiir das Vorhanden- 
sein von Cholin angefiihrten Methylimidanalysen sind nicht ausschlag- 
gebend, weil bei der Bestimmung des Methyls am Stickstoff zwischen dem 
Cholingoldsalz und der entsprechenden Carnitinverbindung kein wesent- 
licher Unterschied besteht. Fiir das Cholingoldsalz laBt sich namlich ein 
Methylimidwert von 10,16°,, fiir das Carnitinchloraurat ein solcher von 
8,98°,, berechnen, es ergibt sich also eine Differenz, die noch innerhalb der 
Fehlergrenze liegen kann. Auch die von Kinoshita als Zersetzungserscheinung 
aufgefaBte Eigenschaft des von ihm isolierten Goldsalzes, zuerst gelb 
auszufallen und dann sich braunlich zu verfairben, stimmt mit der Eigen- 
schaft des Carnitinchloraurates, das in zwei Modifikationen? vorkommt, 
iiberein. Kinoshita hat wohl Carnitin in Handen gehabt, und der von ihm fiir 
das Cholin angefiihrte Wert ware somit aus der Literatur zu streichen. 


Was nun das Vorkommen des Cholins im Muskel betrifft, so ist 
es nur in Spuren von R. Hunt® (etwa 0,001°,) darin nachgewiesen 
worden. 

Berticksichtigt man die von uns bei der Verseifung der untersuchten 
Saugetiermuskelextrakte erhaltenen Trimethylaminstickstoffzahlen, so 
ergibt sich durch Umrechnung auf das Carnitin beim Rindsmuskel ein 
Wert von 0,1265°,, beim Kaninchen von 0,0230°,, und beim Hund 
von 0,034 °,. 

Demjanowski* hat aus dem Ochsenfleisch 0,029°,, Smorodinzew® 
aus dem Schaffleisch 0,045°,, und aus Pferdefleisch® 0,017 °,, Carnitin 
isoliert. Skworzow’? konnte aus Kalbfleisch 0,019 °,, Carnitin darstellen. 

Da bei der Verseifung des Rindsmuskelextraktes viel mehr Tri- 
methylamin als bei derjenigen vom Kaninchen- und Hundemuskel- 


t Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 607, 1910. 

Guggenheim, Die biogenen Amine, 1924, S. 264. 

Journ. pharm. Therap. 7, 301, 1915 und Chem. Centralbl. 1916, I, 79. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 212, 1912. 

Ebendaselbst 92, 227, 1914. 

® Ebendaselbst 87, 20, 1913. 

Ebendaselbst 68, 39, 1910. 


oo = © ww 


30* 




















458 R. Kapeller-Adler u. J. Krael: 


extrakt erhalten wurde, und der aus dem Trimethylaminstickstoff 
errechnete Carnitinwert viel héher war als der in der Literatur fiir 
Rindsmuskel angefiihrte, wurde zwecks Uberpriifung des Trimethyl- 
aminwertes ein zweiter Rindsmuskelextrakt von einem anderen Tier 
verfertigt, der Verseifung unterworfen und der Trimethylamingehalt 
bestimmt. Rechnet man diesen zweiten Trimethylaminstickstoffwert 
(0,0098 °,,) auf Carnitin um, so resultiert ein Gehalt von 0,1127 °,. Eine 
parallel ausgefiihrte Verseifung desselben Rindsmuskelextraktes ergab 
einen Trimethylaminstickstoffwert von 0,0088 °,,, aus dem sich 0,1012 °,, 
Carnitin berechnen lassen. 

Wiahrend also die auf Grund unserer Untersuchungen errechneten 
Carnitinwerte des Kaninchen- und Hundemuskels sich in derselben 
GréBenordnung wie die in der Literatur angefiihrten, oben zitierten 
Carnitinzahlen bewegen, scheint der Rindsmuskel entgegen den An- 
gaben in der Literatur viel carnitinreicher als die tibrigen Saugetier- 
muskeln zu sein. Eine auf das Carnitin beziigliche Untersuchung ist 
im Gange. 

Interessant gestaltete sich das Ergebnis der Untersuchung der 
vorgebildeten Amine im Kabeljaumuskel. Der Gehalt des Kabeljaumuskels 
an vorgebildetem Trimethylamin ist dreimal so groB wie derjenige des 
durch Verseifung des Muskelextraktes gewonnenen, zweifellos dem 
Betain entstammenden Trimethylamins. Rechnet man die durch Ver- 
seifung erhaltene Trimethylaminstickstoffzahl auf Betain um, so ergibt 
sich ein Gehalt von 0,1020 g in 100 g Kabeljaumuskel. Suwa! konnte 
aus 18 kg Dornhai etwa 15g Betainchlorhydrat isolieren, was einem 
Gehalt von 0,063 g Betain in 100 g Dornhaimuskel entspricht. 

Der Wert des praformierten Methylamins im Kabeljaumuskel 
iibertrifft ebenfalls um ein Vielfaches denjenigen des durch Verseifung 
entstandenen Methylamins. 

Dagegen ist das vorgebildete Ammoniak in viel geringerer Menge 
vorhanden als das erst durch Verseifung gebildete. 

Wie der genetische Zusammenhang dieser praformierten Basen 
zu deuten ist, ob das Ammoniak und Methylamin durch Entmethylierung 
des Trimethylamins oder das Methyl- und Trimethylamin durch Methy- 
lierung des Ammoniaks entstanden sind, ist noch problematisch. 


d) Trimethylaminozxyd. 


Ferner ergab die Kabeljaumuskeluntersuchung, daB der Gehalt an 
Trimethylaminoxyd etwa nur !/,, des Trimethylamingehalts betragt, 


was fiir die Annahme spricht, daB das Trimethylaminoxyd im Organismus [ 


1 Arch. f. d. ges. Physiol. 129, 231, 1909. 
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des Kabeljaus teilweise zu Trimethylamin reduziert wird. Ackermann 
und seinen Mitarbeitern! gelang es auch nachzuweisen, daB das 
Trimethylaminoxyd die Rolle eines biologischen Wasserstoffakzeptors 
zu spielen befahigt ist. 


Poller und Linneweh*? haben aus 3,5 kg Heringsmuskel 1 g Tri- 
methylaminoxydchlorhydrat dargestellt, was einem Gehalt von 0,0192 g 
Trimethylaminoxyd in 100 g Muskel gleichkommt. Aus der vorliegenden 
Arbeit ergibt sich, daB in 100 g Kabeljaumuskel 0,0167 g Trimethy]- 
aminoxyd enthalten sind, also fast ebensoviel wie im Heringsmuskel. 


AuBerdem konnte, wenn auch indirekt, das Trimethylaminoxyd 
im Saugetiermuskel nachgewiesen und dessen Gehalt festgelegt werden, 
so das man die Vermutung aussprechen kann, daB das Trimethyl- 
aminoxyd einen integrierenden Bestandteil auch anderer Wirbeltier- 
muskeln bildet. 

Die Verseifung des Regenwurmextraktes hat einen auffallend tiefen 
Trimethylamingehalt ergeben. Diese Beobachtung scheint mit der 
Angabe von Ackermann und Kutscher®, daB Betain und Cholin in sehr 
geringer Menge im Regenwurm anzutreffen sind, sehr gut iiberein- 
zustimmen. Die Autoren sind sogar geneigt anzunehmen, da das 
Betain und Cholin nur aus den noch im Darmkanal vorhandenen 
Nahrungsresten stamme. 

Dem AbschluB nahe, eingehende Untersuchungen sollen iiber den 
Ursprung des Trimethylamingehalts der Seefischmuskulatur AufschluB 
geben. 


Zusammenfassung, 


1. Es wurden Methoden beschrieben, welche eine vorteilhafte 
Extraktion des Muskels, eine Verseifung des erhaltenen Muskelextraktes 
und eine quantitative Trennung und Bestimmung der gebildeten Amine 
erméglichen. 

2. Als Verseifungsprodukte der von Eiwei8 und Phosphatiden be- 
freiten Muskelextrakte verschiedener Tiergattungen konnten durchweg 
Ammoniak, Methyl- und Trimethylamin gefaBt werden. Die quanti- 
tativen Ergebnisse dieser Untersuchungen finden sich in der obigen 
Tabelle zusammengefaBt. 


3. Wir haben ahnliche Mengenverhiltnisse in bezug auf die durch 
Verseifung entstandenen Basen beim Rind, Kaninchen, Hund und 
Karpfen gefunden. Abweichende Ergebnisse konnten beim Kabeljau 
und Regenwurm festgestellt werden. 


Zeitschr. f. Biol. 1926; Ber. 59, 2750, 1926. 
Ber. 59, 1362, 1926. 
Zeitschr. f. Biol. 75, 315, 1922. 
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4. Unter Beriicksichtigung der auBerst schonenden Aufarbeitung 
des Muskels, bei welcher Oxydationsprozesse auszuschlieBen sind, und 
der Tatsache, daf weder Kreatin noch Kreatinin, welche Stoffe allein 
neben Methylguanidin als Stammsubstanzen des Methylamins in Be- 
tracht kommen, bei der Verseifung mit 30°,iger Lauge Methylamin 
bilden, ist ein neuer Beweis fiir das priformierte Vorkommen des 
Methylguanidins im Muskel geliefert. 
5. Das durch Verseifung gebildete Trimethylamin laBt Riick- 
schliisse auf den Carnitingehalt der untersuchten Saiugetiermuskeln und 
den Betaingehalt der Fischmuskeln zu. Der Rindsmuskel enthalt mehr 
Carnitin als die tibrigen Séugetiermuskeln. 
6. Es wurde der Gehalt der vorgebildeten Amine und des Tri- 
methylaminoxyds im Kabeljaumuskel festgelegt. 
7. Das bisher nur im Seefischmuskel aufgefundene Trimethylamin- 
oxyd konnte indirekt auch im Saugetiermuskel nachgewiesen werden. 
8. Avs den Analysen berechnet sich fiir den Rindsmuskel ein 
Gehalt von 
0,0323 g Methylguanidin in 100g frischer Muskulatur, 
0,1134 gq Carnitin » 100g 
0,0080 gq Trimethylaminoryd ,, 100g 

Fiir den Hundemuskel 
0,0114g Methylquanidin in 100g frischer Muskulatur, 
0,0345 g Carnitin » 100g 99 
0,0084q Trimethylaminoryd ,, 100g re 

9. Eine biologische Ausnahmestellung nimmt der Seefischmuskel 
durch groBe Mengen darin enthaltener, vorgebiideter, freier Basen ein. 
Wir finden in 100g feuchten Kabeljaumuskels 


0,0384 g pradformiertes Ammoniak, 


0,0465 g ‘a Methylamin, 
0,1614 g oa Trimethylamin, 
0,0167 g = Trimethylqminoxyd. 


Weiter 1a8t sich aus den Analysen ein Gehalt an Methylguanidin 
von 0,0297°,, und an Betain von 0,1020°,, errechnen. 
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Uber den Nachweis minnlichen Sexualhormons (Androkinins) 
im Harne '. 


Mit Anmerkungen zu der Arbeit von E. Glimm und F. Wadehn in dieser 
Zeitschrift 219, 155, 19380. 


Von 
S. Loewe, H. E. Voss, F. Rothschild und E. Borehardt. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Stadt. Krankenanstalten, Mannheim.) 
(Eingegangen am 2. April 1930.) 
Im Verlauf ihrer eingehenden mengenmaBigen Analyse des Ge- 
halts weiblichen und mannlichen Harns an Thelykinin (weiblichem 


Sexualhormon) gehen Glimm und Wadehn auch auf die Frage des Vor- 
kommens von Androkinin (mannlichem Sexualhormon) im Harn ein. 


Geleitet wurden sie dabei von Uberlegungen der folgenden Art: ,,Es 


lag nahe, das Masculin im Mannerharn zu vermuten“, ,,Es ist ... nicht 
méglich, seine“ (des Andrekinins) ,,Wirksamkeit allein oder in kombinierten 
Einspritzungen mit Feminin zu priifen“, ,,Negativer Ausfall ... beweist 


noch nicht die Abwesenheit des Masculins im mannlichen Harn“, usw. 


Die Verfasser hatten auf solche Anfangsiiberlegungen nicht zuriick- 
zugreifen brauchen, ware ihnen nicht entgangen gewesen, daB.unserem 
Arbeitskreis als erstem bereits 1928 die Erfassung von Androkinin 
im Mannerharn gelungen war (7). Auch der Frage nach der Differen- 
zierbarkeit zwischen dem Thelykinin und dem Androkinin der gleichen 
mannlichen Harnprobe war man enthoben, denn wir haben damals 
schon mitgeteilt —- ja das war sogar der eigentliche Zweck der damaligen 
vorlaufigen Veréffentlichung —, daB man Thelykinin und Androkinin 
in verschiedene Fraktionen des zu priifenden Harns iiberfiihren kann. 


Da die Verfasser, wie wir sehen, an die wesentlich spitere Mit- 
teilung von C. Funk c. s. (2) ankniipfen zu miissen glaubten, ist 


1 VI. Mitteilung itiber Androkinine. Friihere Mitteilungen siehe unter 
Nr. 3 bis 7 des Schriftenverzeichnisses am Schlu8 dieser Mitteilung. 
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es vielleicht angebracht, hier unser damaliges Vorgehen kurz zu 
beschreiben : 


12 Liter frisch gesammelten Harns gesunder vollreifer Manner (von der 
inzwischen von Laqueur c. s. normierten Kontrolle auf sexuelle Vollwertigkeit 
und -reife — Vorweisung eigener, dem Harnspender ahnlich sehender 
Kinder — mu8te damals aus éuBeren Griinden Abstand genommen werden) 
werden im Vakuum bei 50° C zur Trockne eingeengt. Der Trockenriickstand 
wird mit 75ccm Wasser angeriihrt und mit 525cem Alkohol versetzt 
(also Extraktion mit etwa 83°%,igem Alkohol). Nach langerem Stehen 
und haufigem Schiitteln wird filtriert und das Filtrat wiederum im Vakuum 
eingedampft. Der Eindampfriickstand wird dann viermal mit Alkohol-Ather 
1:2 ausgezogen und der Ather-Alkoholextrakt im Vakuum zur Trockne 
eingeengt. Nun wird dieser Trockenriickstand A zunachst wiederholt 
mit Ather extrahiert. Aus dem Alkoholextrakt werden abwechselnd mit 
Benzol und Ather Ausziige hergestellt, von deren Trockenriickstand wiederum 
Atherextrakte gewonnen werden. Hiernach wird der Trockenriickstand A 
nochmals mit Ather-Alkohol 4: 1 extrahiert, filtriert, das Filtrat eingeengt, 
in Ather aufgenommen, filtriert und mit den vorstehenden Atherextrakten 
vereinigt. Der Trockenriickstand dieser vereinigten atherléslichen Fraktion 
lieferte nun mit 3 ccm Wasser einen Auszug M 163* neben einem wasser- 
unléslichen Riickstand, der in Alkohol gelést wurde. Das alkoholische 
Filtrat wurde nach Verjagen des Alkohols mit einem Gemisch von Ather 
und Sesamél ausgezogen, der Ather aus dem atherisch-éligen Filtrat verjagt 
und so die Ollésung M 164 gewonnen. 


Zur Priifung auf Androkinin wurde der C. R.-Test [Loewe und 
Voss 1927 (3) (4) (5) (6) (7)] in der Anwendung als 5-Tage-Test be- 
nutzt. (Unser 4-Tage-Schnelltest (5) war uns damals noch nicht ge- 
laufig, der demnachst mitzuteilende 48-Stunden-Schnelltest (10) noch 
nicht ausgearbeitet.) 


Auf Thelykinin wurde mit dem Allen-Doisy-Test unter Objek- 
tivierung durch die Zihlmethode von Loewe c.s. (8) untersucht. 


Die Priifung ergab: 


Die wisserige Lésung M 163 enthalt in Mengen entsprechend 
3,6 Litern Harn mindestens eine Mauseeinheit Androkinin, dagegen kein 
nachweisbares Thelykinin. 


* Die wasserige Lésung M 163, die, wie weiter unten ersichtlich, das 
Androkinin enthielt, war gelblich gefarbt und vollkommen blank. Wahrend 
in dem ersten Bericht von Loewe und Voss iiber Androkinin vom Januar 
1927 (4) die Wasserléslichkeit des Hormons noch mit dem Vorbehalt etwaiger 
Pseudoléslichkeit beschrieben war, ist hiermit seit 1928 die Riickiber- 
fiihrbarkeit des Hormons aus organischen Extrakten in blanke, wasserige 
Lésung von uns erwiesen. Inzwischen haben wir uns iiberzeugt, daB das 
Hormon, wenn auch unter Adsorptionsverlusten, in wiasseriger Lésung 
auch dialysabel ist, und haben im Dreiphasenversuch (5) weitere Beweise 
fiir die echte Wasserléslichkeit erhalten. 
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Die Ollésung M 164 enthalt kein nachweisbares Androkinin, da- 
gegen in Mengen entsprechend 4 Litern Harn > 1 M.-E. Thelykinin. 


Dieser erstmalige Androkininnachweis im Harn aus 1928 kann das 
haben uns unsere inzwischen gesammelten Erfahrungen gelehrt natur- 
gemaB keinen Anspruch darauf machen, den Androkiningehalt des Harns 
quantitativ voll erfaBt zu haben. Konnten wir doch, um nur ein besonders 
eindrucksvolles Beispiel anzufiihren, unter anderem bereits im Harn des 
lljahrigen Knaben R., der an einer Dystrophia adiposo-genitalis litt, 
in Extraktmengen entsprechend < | Liter bzw. < °/,, Tagesharn Andro- 
kinin nachweisen, wenn auch keine volle C. R.-Maéuseeinheit. Noch mehr 
als fiir das Androkinin der Fraktion 163 gilt natiirlich fiir das Thelykinin 
der Fraktion 164, daB unsere Messung nichts weniger als den gesamten 
Gehalt des Harns an diesem WHormon wiedergibt. Denn dieser ist 
ja auch im mannlichen Harn, wie Glimm und Wadehn erneut zeigen, sehr 
viel héher. 


Niemals freilich gelang es uns, so hohe Androkininwerte im Harn 
zu finden, wie sie inzwischen von Funk c.s. (2) angegeben wurden. 
Doch miissen wir hinzufiigen, daB uns das auch dann nicht gelang, 
wenn wir uns genau an die Vorschrift Funks hielten. In diesem Punkte 
kénnen wir die Erfahrungen, die Glimm und Wadehn bei der Priifung 
des Androkiningehalts im Harn nach der Funkschen Vorschrift machten, 
vollauf bestatigen. In mehreren Dutzend Fiillen haben wir mit dieser 
Methode nie Androkinin zu fassen bekommen, und zwar nicht nur nicht 
aus Mengen von 75 ccm, aus denen Funk bereits in rohe Chloroform- 
extrakte eine seiner Hahnenkammeinheiten hineinzubekommen angibt, 
sondern auch nicht einmal aus dem gesamten Tagesharn, der von uns 
in allen diesen Fallen verarbeitet und zu */, bis °/,, des gewonnenen 
Extrakts in je einer Priifung verwendet wurde. 


Nun haben wir allerdings, ganz so wie Glimm und Wadehn, nur zur 
Anreicherung des Androkinins die Vorschrift von Funk c.s. benutzt, dann 
aber zur biologischen Reaktion einen Vesikulardriisentest statt des Hahnen- 
kammtests verwendet. Aber dadurch werden die Versager auch nicht erklart : 
Denn wir haben nicht wie Glimm und Wadehn einen makroskopischen 
Vesikulardriisentest, sondern unseren wesentlich feineren und quantitativ 
scharfer ausgearbeiteten cytologischen (C. R.-) Test benutzt. Und wir wissen 
aus messendem Vergleich zwischen C.R.-Test und Hahnenkammtest 
mit den gleichen Androkininpriparaten unserer Herstellung, daB unser 
C. R.-Test mindestens fiinfmal so empfindlich ist wie der Hahnenkammtest 
von McGee, Juhn und Domm (9) des Kochschen Chikagoer Arbeitskreises ; 
diesen Test aber hat Funk in einer fiir die vorliegende Betrachtung nur 
geringfiigigen Modifikation verwendet; er ist in Funks Modifikation, soweit 
wir sehen kénnen, nicht empfindlicher geworden, und die Funksche 
Wirkungsstarkeeinheit (10-Tage-Test) entspricht nicht geringeren, sondern 
(wahrscheinlich merklich héheren Hormonmengen als die Chikagoer 
5-Tage-Test). 


Nur an eine Erklarungsméglichkeit fiir die Diskrepanz zwischen den 
negativen Befunden von Glimm und Wadehn und uns auf der einen Seite 
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und Funks positiven auf der anderen Seite ware vielleicht noch — wenn 
man ganz vorsichtig sein wollte — zu denken: Funks Testierungszu- 
bereitungen sind zwar wesentlich weniger gereinigt als die von uns sonst 
benutzten. Aber nach Koch c. s. sollen vom Saéuger unreine Zubereitungen 
schlechter vertragen werden als vom Hahn. Uns sind daraus zwar nie 
Schwierigkeiten entstanden, obwohl wir von Anfang an bei der ganzen 
Reinigungsarbeit an dem Hormon nur mit unserem Saugertest arbeiteten 
und mit ihm im Laufe unserer vieljahrigen Fraktionierungsarbeit auch 
mitunter recht rohe Zubereitungen haben priifen miissen. Immerhin 
kénnen wir bestatigen, daB8 die Toxizitaét der Ballaststoffe bei der Priifung 
roher Zubereitungen an der Maus entschieden deutlich werden kann; mit- 
unter wird das Zustandekommen der spezifischen Wirkungen des Hormons 
durch toxische Ballastwirkungen vereitelt, die vorzeitig zum Tode fiihren. 
Aber die toxische Wirkung der Ballaststoffe ist noch keineswegs dasselbe 
wie ihr etwaiger mechanischer oder physikalisch-chemischer, die Resorption 
und damit die Wirksamkeit des Hormons beeintrachtigender EinfluB. 
Die Toxizitat der Ballaststoffe ist namlich in den nach Funks Vorschrift be- 
reiteten, wenn auch rohen Harnzubereitungen auch fiir den Siuger kaum je 
so groB, daB die Durchfiihrung des C. R.-Tests durch vorzeitigen Tod der 
Versuchstiere verhindert wiirde. Und so kame also nicht die von Koch ec. s. 
unterstrichene héhere Toxizitét am Sauger als unterscheidend fiir den 
Hahnenkammtest und den C. R.-Test bei der Priifung des Hormongehalts 
im Harn in Betracht, sondern héchstens ein die Hormonwirksamkeit 
mindernder EinfluB der Begleitstoffe der Rohzubereitungen; eine Frage, 
deren Priifung wir in Angriff genommen haben. 


Dab Glimm und Wadehn mit der Einspritzung von unverarbeitetem 
Mannerharn, also ohne vorherige Anreicherung des Hormons, nur héchst 
unsichere Ergebnisse erzielt haben, entspricht durchaus unseren bis- 
herigen Erfahrungen; in so kleinen Harnmengen (20 ccm) ist auch nicht 
annahernd eine mausewirksame Menge Androkinin enthalten, nicht ein- 
mal unsere empfindlichere C. R.-Mauseeinheit. Auch dann nicht, wenn 
die Hormonmengen, die diesen Harnquanten entsprechen, in unseren 
kurzfristigen Testen injiziert wurden, geschweige denn bei der Verstreu- 
ung derselben Hormondosis iiber 20 Tage, wie sie Glimm und Wadehn 
handhabten, eine Verstrewang, durch welche die Gesamtdosis nicht 
starker, sondern schwacher wirksam wird. 


Wir méchten sogar die Unsicherheit, die Glimm und Wadehn selbst 
diesen ihren Androkininbefunden zusprechen, noch unterstreichen, indem wir 
die Erwagung nahelegen, ob nicht geradezu von Unverwertbarkeit gesprochen 
werden sollte: Denn es kann gar nicht genug davor gewarnt werden, einen 
zumal makroskopischen Vesikulardriisentest als prophylaktischen Test 
zu benutzen. Unter dieser Bezeichnung verstehen wir, wie das aus unserer 
kiirzlichen Mitteilung (5) hervorgeht, eine Testierung, bei der die Hintan- 
haltung der Riickbildung nach der Kastration das Ziel ist; im Gegensatz 
zu einem reparativen Test, bei welchem die Wiederherstellung der mor- 
photischen und funktionellen Vollreife nach sicher auf einem Endstadium 
angelangter Kastrationsriickbildung zum Testierungsziel genommen wird. 
Eine solche Riickbildung der Vesikulardriise ist bei der Maus etwa 4 Wochen 
nach der Kastration erreicht [siehe die Mitteilung von Loewe und Voss (5) 
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und die im Druck befindliche ausfiihrliche Studie des einen von uns (V.)). 
Unterschiede des Riickbildungsgrades vor dieser Zeit zur Beurteilung zu 
verwenden, ist dringend abzuraten. Haben wir doch auch fiir unseren 
mikroskopischen Regenerationstest die ausdriickliche Forderung aufgestellt, 
daB erst jene vierwéchige Riickbildungszeit abgewartet wird, ehe mit den 
Einverleibungen der auf Androkinin zu _ priifenden Zubereitungen  be- 
gonnen wird. Erst recht erheben wir diese Forderung fiir einen makro- 
skopischen Test. Wir haben auch solche makroskopisch erfaBbare Wirkungs- 
grade geeigneter Hormonmengen beschreiben kénnen, sogar Wieder- 
herstellung héchsten Grades. Aber auch abgesehen davon, daB wir von 
ihrer Verwertung im Test Abstand nehmen, sollte man sich ganz besonders 
hiiten, sie in der Versuchsanordnung des prophylaktischen Tests zur Be- 
wertung der Androkininwirksamkeit von Priifungsvorbereitungen zu 
benutzen. 

Wir sehen unsere Auffassung auch bestatigt durch die Untersuchungen 
von Engle (1). Er hat nicht wie wir mit angereicherten gereinigten Andro- 
kininzubereitungen aus Mannerharn gearbeitet, sondern ganz wie Glimm 
und Wadehn mit Einspritzungen des unverarbeiteten Harns. Seine Test- 
reaktion ist Ahnlich wie bei Glimm und Wadehn das makroskopische Wachs- 
tum des gesamten Genitaltrakts, bei welchem ja die von Glimm und 
Wadehn in den Vordergrund gestellten Vesikulardriisen zum mindesten 
einen sehr gewichtigen und den hervorstechendsten Anteil ausmachen. 
Engle gestaltete die bloBe makroskopische Betrachtung der Organe, wie 
iibrigens auch Glimm und Wadehn, noch zahlenmaéBig durch Wagung. 
Er testierte an prapuberalen kastrierten Ratten. Sie erhielten in 13 bis 
17 Tagen 52 bis 68 ccm Harn in viermaligen taglichen Gaben eingespritzt, 
also, da die Ratten 46 bis 48 ¢ wogen, annihernd ebensoviel wie die er- 
wachsenen Miuse der Danziger Forscher. Und Engle sah von dieser Be- 
handlung keinerlei Erfolg. 


Zusammenfassung. 


1. Das Vorkommen von mannlichem Sexualhormon (Androkinin) 
im Mannerharn ist seit 1928 durch Loewe und Voss ¢.s. erwiesen. 


2. Man kann das miannliche und das_ weibliche Sexual- 


hormon des gleichen Mannerharns, also das in ihm befindliche 
Androkinin und Thelykinin, in verschiedene Fraktionen bringen 
und so einer etwaigen Interferenz ihrer Wirkungen aus dem 
Wege gehen. 


3. Im unverarbeiteten Mannerharn ist Androkinin auch mit dem 
empfindlichen C. R.-Test von Loewe und Voss nicht nachweisbar. Es 
bedarf einer zuvorigen Anreicherung. 


4. Aber in den von Funk c.s. angegebenen hohen Mengen labt 
sich auch mittels einer Extraktion nach Funks Vorschrift das Androkinin 
im Mannerharn selbst mit dem empfindlichen C. R.-Test nicht finden. 
In diesem Punkte bestatigen unsere Erfahrungen vollauf die negativen 
Befunde von Glimm und Wadehn. 
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Zur Kenntnis der Ameisensiurekonservierung von Fruchtsiften. 
(Uber natiirlichen Riickgang des Ameisensiuregehalts in Himbeersiften.) 


Von 


A. Hanak. 


(Aus der chemisch-analytischen und technologischen Untersuchungsanstalt 


in Briinn.) 


(Eingegangen am 3. April 1930.) 


Eine von mir seit langem und haufig beobachtete Tatsache ist 
die fortschreitende Abnahme von Ameisenséure in Fruchtsaften, denen 
sie in zulaissigen Mengen zwecks Haltbarmachung zugefiigt wurde. 
So zeigten Himbeersiafte, denen nach Angabe ihrer Erzeuger bestimmt 
0,25°,, Ameisensiure zugesetzt wurden, spaiter untersucht, einen be- 
deutend niedrigeren Gehalt daran. Die Fehlbetrige erreichten manch- 
mal schon nach kurzer Zeit mehr als 50°, der urspriinglich zugesetzten 
Saure. Da nach Aussagen der Beteiligten Fehler in der Handhabung, 
etwa Konzentrationsverhaltnissen der verwendeten Ameisensaéure und 
ahnlichem entstammend, unbedingt in Abrede gestellt wurden, dagegen 
sorgsamstes Arbeiten, unter genauester Beriicksichtigung der Qualitat 
der verwendeten Ameisenséure und der Menge des zu konservierenden 
Saftes, betont wurde, blieb als Erklirung nur die Méglichkeit der 
Annahme eines allmahlichen natiirlichen Riickganges tibrig. 

Bei der groBen Bedeutung, welche dieser Tatsache beizumessen ist, 
priifte ich die Exscheinung auf ihre Ursache und den méglichen 
Umfang. Es wurden zunichst drei in dieser Richtung verdachtige 
Safte der Beobachtung unterzogen. Bei ihrer ersten Analyse am 
25. Oktober 1929 zeigten sie folgende Werte fiir gesamte fliichtige 
Saure, Essigsiure und Ameisensaure: 





Gramm in 100 ccm 


S SERENE Ne -F IO 
aft Gesamte fliichtige 


Sure als Essigsiure Essigsaéure Ameisensiure 
ier 0,280 012 | 0,1242 
a oan. 0,350 0,14 0,1656 


rs te 0,330 0,14 0,1449 














468 A. Hanak: 


Die Safte wurden in halb gefiillten Flaschen aus griinem Glas, bei a 
einer Temperatur von ungefahr 12° und maBigem Licht, verschlossen W 
stehen gelassen, worauf sie am 22. Januar 1930, also nach 89 Tagen, 
neuerdings gepriift wurden. Nachstehende Tabelle vermittelt das lie 
Ergebnis: ha 





Gramm in 100 cem 


Saft ~ Gesamte fliichtige E Pin ‘ciliata 
Siure als Essigsiure issigsiiure Ameisensiiure 
Bie weed 0,310 0,310 nicht nachweisbar 
a. 7c! 0,225 0,222 0,002 
Seer 0,520 0,493 0,021 


Die Safte 1 und II zeigten auBerlich keine merklichen Verande- 
rungen. Farbe, Geruch und Geschmack waren tadellos und unverandert, 
die Ausscheidungen am Boden kaum gréBer als dieser Zeit normalerweise 
entsprechen diirfte. Saft III zeigte einen deutlichen Essigstich. Be- 
sonders interessant ist die Anderung des Gehalts an gesamter fliichtiger 
Saure bei Saft 11, der daran einen wesentlichen Riickgang aufzuweisen 
hat, ein Zeichen, da wahrend der Lagerung keine besondere Essig- 
sdurebildung eingetreten ist, trotzdem die konservierende Wirkung der 
Ameisensaure ausgeschaltet war. Als Erklarung kann wohl angenommen 
werden, die normale Fauna des Saftes sei durch die urspriingliche 
Ameisensaure in ihrer Lebensentfaltung so stark geschwacht worden, 
daB sie ihre volle Tatigkeit nicht mehr entwickeln konnte. Verluste 


an fliichtiger Saure durch Veresterung kamen nicht in Betracht, weil nee 
die dem iibrigens sehr geringen Estergehalt entsprechende Ameisen- _ 
siure und Essigsiure in den Zahlen einbegriffen sind. Zwecks Er- We 
kennung der Ursache des Ameisensiureriickganges wurde, entsprechend aon 
den méglichen Erklarungsversuchen, der passende experimentelle Nach- vena 
weis zu fiihren gesucht. Bei der leichten Oxydierbarkeit der Ameisen- gew 
siure war es nicht unbedingt ausgeschlossen, daB sie zufolge méglicher — 
Oxydationsprozesse rein chemischer Art im Fruchtsaft aufgezehrt ple 
wurde. Als Quelle des dazu nétigen Sauerstoffs konnte der natiir- vor! 
liche Eisengehalt (eventuell auch Mangangehalt) des Saftes dienen, 
welcher durch seine besonders vom Licht bewirkten Schwankungen Sue 
zwischen der Ferri-Ferroform oxydierend wirken kann. Wie andere nur 
Untersuchungen von mir gezeigt haben, findet sich das Eisen in schi 
ziemlich labjler, komplexer Form vor und ruft in dieser Eigenschaft zien 
viele Veranderungen des Saftes hervor; insbesondere Triibungen und Nac 
Verfairbungen. die 
Als zweite Méglichkeit des Verschwindens der Ameisensiure wurden und 
biologische Prozesse erwogen, obwohl diese Erklarung bei der bekannt cine: 
‘ 
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antiseptischen Wirkung der freien Ameisensaiure nicht tibermaBig viel 
Wahrscheinlichkeit besaB. 

r, aa os . . ee . . 

Zur Uberpriifung, welche dieser beiden Méglichkeiten  vor- 
liegt, wurde ein Saft herangezogen, der folgende Zusammensetzung 
hatte: 


een SEEN og 5 bans se ww ts we we le 
err ae lf 
a a ee ea ee! 
DEES SF eme  Aie foal eek ecw we kw 3 

i re rs on ss Go Se GS See So ee 7 
Gesamte fliichtige Sfure ............. 0,64 
| Fee: 
EE ee ee ee 
I oto SMe Ld ig a Sg pe <b pe!@) oe 
a ee 
OE an en ee | 
EES, eee ee ee, tO eee ee en ee ll 
Phenolphthaleinalkalitét der Asche. . . . ... . . 5,02 
Methylorangealkalitat der Asche. ...... . . 603 
Phenolphthaleinalkalitatszahl ........ =... . 12,22 
Methylorangealkalitétszahl .........2. =.=. 14,67 
oo A ee On ee oe 
Urspriinglicher Extrakt. ......... . etwa 13,2 g/100 ccm 


Besondere Sorgfalt wurde natiirlich der Ermittlung der Ameisen- 
siure gewidmet. Eine gréBere Anzahl untereinander gut iiberein- 
stimmender Parallelversuche ergab den schon berichteten mittleren 
Wert von 0,27 g Ameisensaure auf 100 ccm. Diese die zulassige Grenz- 
zahl fiir Himbeersaft iiberschreitende Menge an Ameisensiaure, die 
normalerweise eine vollkommen hinreichend konservierende Wirkung 
gewahrleistet, wurde auf ihre natiirliche Abbaufahigkeit -hin ge- 
prift. Mit Riicksicht auf die hohe Aziditat des Saftes muB an- 
genommen werden, dais der gréBte Teil davon im freien Zustand 
vorhanden war. 


Aus dem geringen Gehalt des Saftes an Eisen (0,00169 g/100 cem 
Succus) und aus der Art der Aufbewahrung des Succus, bei der eine 
nur verschwindend geringe Einwirkung des Lichtes erfolgen konnte, 
schien die auf solche Weise bewirkte Oxydation der Ameisenséiure 
ziemlich wenig wahrscheinlich. Trotzdem mubte der experimentelle 
Nachweis erbracht werden. Es wurden neun Versuche angestellt und 
die Bedingungen so variiert, daB auch ein etwaiger EinfluB von Luft 
und Verschnitt mit Kirschsaft (diese Versuche wurden eigentlich zu 
einem anderen Zwecke angesetzt) erkennbar werden sollte. Die Ver- 
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suche kamen in 50 ccm-Flaischchen zur Ausfiihrung, die folgender- 
maBen beschickt waren: 
I. Flasche mit Succus voll angefiillt. 
II. Flasche nur halb gefiillt; Succus mit Luft stark geschiittelt. 
III. Flasche mit Succus voll gefiillt, dem durch Kaliumferrocyanid 
das Eisen entzogen wurde!. 

IV. Flasche mit Succus halb gefiillt, dem durch Kaliumferrocyanid 
das Eisen entzogen wurde; Probe mit Luft geschiittelt. 

V. Volligefiillte Flasche, Succus mit 10°, Kirschsaft enthaltend. 

VI. Halbgefiillte Flasche, Succus mit 10°, Kirschsaft enthaltend; 
mit Luft geschiittelt. 

VII. Wasserige Lésung von Ameisensaure, ohne jeden anderen Zusatz. 

VIII. Komplexe Eisentartratlésung geringer Konzentration, welcher 

bei Anwesenheit von 1,5°, freier Weinsiure ameisensaures 
Natrium zugesetzt wurde. 

IX. Die gleiche Lésung wie bei VIII, mit groBer Menge von Eisen- 

tartrat. 

Zur Erméglichung von Kontrollbestimmungen wurden neun vollig 
analog gefiillte Flaschen bei Lichtabschlu8 aufbewahrt. Die dem 
eigentlichen Versuch dienenden Safte wurden nun mehrere Tage hindurch 
je 1 bis 2 Stunden lang starkster Einwirkung des ultravioletten Lichtes 
einer Quarzlampe ausgesetzt. Nach der Bestrahlung wurden sie stets 
im Finstern aufbewahrt. Nach Verlauf von 5 Tagen ergaben die Ver- 
suche, der Erwartung gemai8, kaum merkliche Unterschiede gegeniiber 
den nicht belichteten Saften. Ihr Gehalt an Ameisensiure wurde inner- 
halb der Grenzen von 0,265 bis 0,270 gefunden. Auch die Versuche 
mit Ameisensdure in wasseriger Lésung bzw. mit dem komplexen 
Eisensalz zeigten keine deutliche Ameisensiureverminderung. Blieb 
also bei dieser intensiven Einwirkung von ultraviolettem Licht und 
Verwendung einer bedeutenden Menge komplexen Eisens ein Riickgang 
des Ameisensduregehalts aus, so war damit eine rein chemische Er- 
klarung des Schwundes ganz unwahrscheinlich geworden. 

Dagegen ergaben sich sehr interessante Beobachtungen bakterieller 
Art. Schon nach 10 Tagen zeigte das Flischchen von Versuch VI 
ein an der Oberfliche deutlich erkennbares Hautchen, auBerlich dem 
bei beginnender Kahmbildung ahnlich. Unter dem Mikroskop konnte 
es als Kolonie von auBerst kleinen, in Haufen angeordneten Kurzstabchen 
erkannt werden. Besonders zu betonen ist, daB diese Mikroorganismen 
durch die starke Einwirkung des ultravioletten Lichtes nicht geschadigt 
wurden. Des weiteren ist auffallend, daB die rascheste Entwicklung 
bei den mit Luft geschiittelten Proben eintrat. Nach und nach ent- 
standen die gleichen Hautchen auch bei den iibrigen Versuchsproben, 
immer zunachst dort, wo eine bessere Lufteinwirkung vorhanden war. 


1 Dariiber wird in einer besonderen Arbeit berichtet werden. 
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Die Probe VI zeigte am Tage des geschilderten Befundes einen Gehalt 
von 0,58 g/100 cem an gesamter fliichtiger Saure und einen Ameisen- 
siuregehalt von 0,1049 g/100 ccm. Die Abnahme war demnach schon 
sehr betrachtlich. 

Die Befunde lassen erkennen, daB ein urspriinglicher Gehalt von 
0,27 °., Ameisenséure zum Schutz des Saftes nicht unbedingt ausreicht, 
und weisen eindeutig darauf hin, daB es Mikroorganismen gibt, die 
Ameisensaure, selbst bei Anwesenheit ihrer freien Form, in dieser be- 
merkenswerten Konzentration glatt aufzuzehren imstande sind. 


Soweit mir die Literatur bekannt ist, wurde bisher iiber Mikro- 
organismen, die freie Ameisensiure verarbeiten, nicht berichtet. Die 
ersten Angaben iiber Zersetzungen ameisensaurer Salze durch Bakterien 
machte Hoppe-Seyler’. Es wird hier tiber die Umwandlung von ameisen- 
saurem Calcium in Calciumcarbonat berichtet. Einen ahnlichen Abbau 
bei Natriumformiat beschrieben Jollyman* und Loew*. Letzterer isolierte 
einen besonderen Bazillus, den er Bac. methylicus nannte. Nach Katayama* 
soll er zu den iiberall verbreiteten Bodenmikroben gehéren. Die GréBen- 
verhialtnisse dieses Bazillus sind 1: 2 bis 2,5 uw. Er entwickelt sich auf einer 
Lésung von 0,5°, Natriumformiat unter aeroben Bedingungen bei 16 
bis 18° C. Omelianski® hat aus Pferdemist das Bact. formicicum abgeschieden. 
Es ist ein Spaltpilz von den GréBenverhialtnissen 0,7 bis 0,8: 2 bis 3 4 mit 
Eigenbewegungen und gehért der Gruppe des Bact. coli commune an. 
Dieser Pilz vermag ebenfalls ameisensaure Salze sehr lebhaft zu zersetzen. 
Er gehért den fakultativ Anaeroben an und wichst bei 35°C besonders 
bei Luftzutritt. Das aerobe Wachstum auf Nahrbéden mit ameisensauren 
Salzen ist kennzeichnend. Bei peptonhaltigen Nahrbéden scheint fiir den 
Beginn der Garung Luft erforderlich; ohne diese setzt die Garung nicht 
ein. (Bei Bouillonnahrbéden soll Luft nicht notwendig zu sein.) Hat aber 
die Garung einmal begonnen, so kann sie weiterhin monatelang unter 
Ausschlu8 von Luft fortdauern. Die Zersetzung findet nach der Gleichung 
Ca(CHO,), + H,O = CaCO, + 2 H, + CO, statt. Nach Séhnger* werden 
ameisensaure Salze durch einige Bakterienarten nach der Gleichung 
2Ca(CHO,), = 2CaCO, + CO, + CH, unter Bildung von Methan und 
Kohlensaure zersetzt. Daneben wird auch von Mikroorganismen berichtet, 
welche Ameisenséiure sowohl produzieren als auch zersetzen.. Immer 
spielen sich jedoch diese Vorgiinge in neutralen Medien bzw. bei An- 
wesenheit von Neutralsalzen der Ameisensaure ab. 

Die Untersuchungen, welche ins einzelne gehende Daten iiber den von 
mir beobachteten Bazillus lietern sollen, sind noch im Gange. 


Zusammenfassend kann bisher gesagt werden: Ein Zusatz von 
0,27 °,, Ameisensdure zum Fruchtsaft ist nicht fiir alle Fille geeignet, 


H. 11, 561, 1887. 
Proc. Chem. Soc. 17, 29, 30, 1901. 
Zeitschr. f. Bakteriol. 92, 361, 462, 1892. 
Bull. College of Agr. Tokyo 5, 2. 
Zeitschr. f. Bakteriol. 11, II, 177, 1903; 34, I, 1, 1903; 14, IT, 673, 
1905; 15, II, 673, 1906. 
* Referat in Stockhausen, Okologie, Anhaiufungen nach Beijerinck. 
Berlin 1907. 
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ihn dauernd haltbar zu machen. Es gibt Bakterien, welche Ameisen- 
siure dieser Konzentration in Fruchtsaften, also bei Gegenwart anderer, 
freier organischer Sauren, glatt zu zerstéren vermégen. Ihre Lebens- 
energie wird durch intensive Einwirkung von ultraviolettem Licht nicht 
geschadigt. Die Entfaltung ihrer Lebenstatigkeit, mindestens aber der 
Eintritt ihrer Wirksamkeit, scheint durch Durchliiftung wesentlich ge- 
férdert zu werden, wiewohl es nicht ausgeschlossen ist, daB das weitere 
Wachstum auch ohne Luft fortdauert. Es konnte beobachtet werden, 
daB Fruchtsafte, einige Tage nach ihrer Fiillung, an den Wandungen der 
Flasche, unterhalb des Fliissigkeitsspiegels (wo demnach die Luft keinen 
Zutritt hat), schleimige Klumpen bildeten, die jedoch nach weiteren 
2 Tagen wieder verschwanden. Vorlaiufig kann nicht entschieden werden, 
ob die direkt in freier Form vorhandene Ameisenséure oder jener Teil 
angegriffen wird, der mit ihr im chemischen Gleichgewicht befindlich, 
jeweils an Basen gebunden, anwesend ist. Unzweifelhaft besteht jedoch 
die Tatsache, daB gréBere Mengen freier Ameisenséiure deren Abbau 
nicht zu verhindern vermégen. Die beobachteten Erreger dieser Er- 
scheinung sind fast immer ungemein kleine Kurzstabchen, die nicht 
unter Kettenbildung aufzutreten scheinen. In zwei Fallen war die 
Lange der Bazillen so kurz, daB® sie kokkenférmig aussahen. In einem 
Saft, der bereits keine Ameisenséure mehr enthielt, wurden lange, 
diinne, etwas gebogene Stabchen beobachtet. Weitere Untersuchungen 
werden beweisen, ob alle drei Formen Erscheinungen ein und desselben 
Individuums vorstellen, oder ob es sich um verschiedenartige Bakterien 
handelt. Die Bazillen sind unbeweglich. In dem zuletzt besprochenen 
Falle jedoch konnten Eigenbewegungen einzelner Mikroorganismen er- 
kannt werden. Auch diese Frage muB erst geklart werden. Die Bazillen 
sind mit Carbolfuchsin leicht anfirbbar. 

AuBer dem wissenschaftlichen Interesse, welches dieser Beob- 
achtung zukommt, hat sie auch besondere Bedeutung fiir die Praxis. 
Es kann leicht geschehen, daB Safte nach ihrer Verschickung verderben, 
ohne daB den Absender die geringste Schuld trifft. Sie wurden in 
der beruhigenden Meinung, gut und ausreichend konserviert zu sein, 
abgefertigt, obwohl ihre Ameisensiure bereits zerstért sein konnte. 
Besonders das mit einem Umfiillen des Fruchtsaftes verbundene Liiften 
des Succus birgt erhéhte Gefahr in sich, da auf diese Weise der Ameisen- 
siureabbau initiiert werden kann. Nach Zerstérung der Ameisenséure 
ist natiirlich jeder Schutz vor Infektion ausgeschaltet. DemgemaB 
scheint es von groBer Wichtigkeit, die Fruchtsaéfte von Zeit zu Zeit 
daraufhin zu kontrollieren, ob die Ameisensaéure noch in ausreichender 
Menge vorhanden ist, was besonders einige Zeit nach ihrem Umfiillen 
oder Filtrieren empfehlenswert ist. 
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Zur Fraktionierung des Reststickstoffs unter pathologischen 
Bedingungen. 


Von 


Anast. A. Christomanos. 


(Aus der Chemisch-Biologischen und der I. Medizinischen Abteilung des 
Stadtischen Krankenhauses am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1930.) 


Die Lehre vom Reststickstoff (unter Reststickstoff ist der im 
Serum enthaltene inkoagulable Stickstoff zu verstehen) spielt in der 
Biochemie sowie in der Klinik eine auBerordentlich groBe Rolle, einmal, 
weil man durch ihn einen, wenn auch beschrankten Einblick in die 
zeitweilige Lage des intermediadren EiweiBstoffwechsels erhalt, anderen- 
teils, weil der Rest-N in pathologischen Fallen erhéht sein kann und dann 
von einer mehr oder weniger schlechten prognostischen Bedeutung ist. 
Man ist in der letzten Zeit bestrebt, durch Fraktionierung des Rest-N 
einen noch exakteren Einblick in den Stoffwechsel zu erhalten. Dabei 
ergab sich, daB nach Aufteilung des Rest-N in seine verschiedenen 
Fraktionen eine mehr oder weniger groBe unbestimmbare Menge N 
iibrigblieb. Ich méchte diesen Anteil des Rest-N undifferenzierten N 
nennen. Selbstverstandlich muB man sich vor Augen halten, dab 
eventuelle Differenzen bei Angaben dieses undifferenzierten N bei den 
verschiedenen Autoren nicht zuletzt auf einen Unterschied in der 
EnteiweiBung des Serums zu beziehen sind. Je nach der Methode ist 
die Menge des Rest-N gréBer oder kleiner, wie Fonseca in diesem Institut 
fand!. 

So soll der sogenannte Doppelstickstoff?, die Differenz in der Gesamt- 
Rest-N-Bestimmung im Serum nach Fallung des SerumeiweiBes einmal mit 
Phosphorwolframsaure und einmal mit Trichloressigsiure, ein Hinweis auf 
okkulte Eiterungen sein. Das enteiweiSte Blutfiltrat darf mit Sulfosalicyl- 
saure keine Reaktion geben, ebenso soll die Biuretreaktion negativ ausfallen. 


1 F. Fonseca, diese Zeitschr. 144, 175, 1923. 
* A. Hahn, ebendaselbst 121, 262, 1921. 


al * 
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Die Angaben iiber den Gesamt-Rest-N und die einzelnen Fraktionen 
im Serum lauten in der Literatur sehr verschieden!. Es wiirde zu weit 
fiihren, hier darauf einzugehen. Es sei nur zum Versténdnis unserer 
Befunde erwahnt, daB wir auch bei kardialer Stauung mittleren Grades 
den Rest-N nicht merklich erhéht fanden, dagegen bei hochgradig 
dekompensiertem Kreislauf, wohl infolge der resultierenden Nieren- 
schidigung?. Im Diabetes sowie im Komadiabeticum fanden wir iiber- 
einstimmend mit Petren* keine Erhéhung des Rest-N. Bei Erhéhung 
des Gesamt-Rest-N, hauptsichlich bei Nephritis oder Nephrosklerose, 
ist die Erhéhung des Harnstoff-N parallel, immerhin ist der Harnstoff-N 
bei maximaler Urimie 6fters erniedrigt gefunden worden zugunsten des 
ansteigenden Nichtharnstoff-N*. Diesen Befund haben wir bei unseren 
Uramiefallen nicht ganz bestatigen kénnen. 


Zweck und Ziel der vorliegenden Arbeit ist, bei den verschiedensten 
Erkrankungen, hauptsachlich denjenigen, welche mit einer Erhéhung 
des Rest-N im Serum einhergingen, erstens die verschiedenen Stickstoff- 
fraktionen festzustellen sowie deren gegenseitiges Verhaltnis, zweitens 
die GréBe des bei der jeweiligen Erkrankung vorliegenden undifferen- 
zierten N, also die Stickstoffmenge, welche nach Bestimmung des 
Harnstoffs, der Aminosauren, des Gesamtkreatinins, des Ammoniaks und 
der Purine iibrigbleibt, drittens die Menge des organischen neutralen 
Schwefels im Serum bei den gleichen Erkrankungen. Die Bestimmung 
des neutralen Schwefels schien uns von gréBter Bedeutung, da wir eine 
eventuelle Relation zwischen dem neutralen Schwefel und dem un- 
differenzierten N vermuteten. Als solche schwefelhaltigen und stickstoff- 
haltigen Kérper kamen in erster Linie Cystein, Glutathion und das von 
Tanret®, Barger und Ewins® dargestellte Ergothionein 








N\ JNH | 0 
VY — 
C—SH N(CH;)3— 


in Betracht. Ergothionein soll in Schweineblut in Mengen bis zu 
30 mg-°, und in menschlichem Blute bis 15 mg-°,, gefunden worden 
sein, allerdings hauptsachlich nur in den Erythrocyten. In zweiter 
Linie miissen als neutralen Schwefel enthaltende Kérper die Oxyprotein- 


1 Abderhaldens Arbeitsmethoden 1926, Abt. IV, Teil 4, S. 953 bis 1008. 
Bethe, Handb. d. normalen pathol. Phys., Bd. 2. 

2 Klein, Zeitschr. f. klin. Med. 95, 1, 1922. 

3 Petren, Skand. Arch. f. Phys. 46, 335, 1925. 

4 Pribram und Klein, Med. Klin. 19, 799, 1923. 

5 Journ. de pharm. 30, 6, 145, 1909. 

6 Barger und Ewins, Journ. Chem. Soc. 1911, 1899, 2336. Newton, 
Stanley, Benedict, Dakin, Journ. of biol. Chem. 72, 367, 1927. 
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cs siuren beriicksichtigt werden. Zuletzt haben wir versucht, im Anschlub 
a an eine friihere Arbeit! die Einwirkung des Insulins auf den Gesamt- 
“ Rest-N und auf die verschiedenen Stickstofffraktionen im Serum zu | 
a untersuchen. 

lig | 
n- Methodik. 

oY. Zur Ausfiihrung des oben entworfenen Arbeitsplanes gingen wir 
ng folgendermaBen vor. Das vom Patienten entnommene Blut, nicht unter 
88, 60 ccm, wurde zentrifugiert und das Serum nach Pincussen? und van Slyke® 


mit Trichloressigsiure enteiweiBt. Die Menge der zur EnteiweiBung ge- 
“4 brauchten Trichloressigsiure ist auf 100 cem Serum ‘80 ccm 20°, ige reine 
les Trichloressigsiure. In einem Teil der Versuche wurde 25°, ige gebraucht. | 
en Nach der Fallung der Eiwei8kérper wird auf ein bestimmtes Volumen mit 
Wasser aufgefiillt, so daB eine Verdiinnung 1: 10 oder 2: 10 resultiert, und 
gut durchgemischt, ohne die Fliissigkeit stark zu schiitteln. Nach einigen 









pen Stunden wird durch ein starkeres Faltenfilter filtriert. Das Filtrat darf mit 
ng Sulfosalicylsiure keine Triibung geben. Im Filtrat wurde nach den iiblichen 
ff. Methoden‘ der Gesamt-Rest-N und der Ammoniak-N bestimmt. In einem 
, anderen Teile des Filtrats wurde die Aminosaure nach Folin® mit B-naphtho- 
“ns chinonsuifosaurem Natrium kolorimetrisch bestimmt und der N-Gehalt 
en- berechnet. Das praformierte Kreatinin wurde mit Pikrinsiure und Natron- / 
Jes lauge kolorimetrisch direkt im Filtrat bestimmt, das Gesamtkreatinin 
nd (Kreatin + Kreatinin) nach Vorbehandlung des Filtrats im Autoklaven bei 
3 Atmosphaéren wahrend 30 Minuten bestimmt. Es ist gut, daB man zur 
len Autoklavierung 10 ccm des 1 : 10 oder 2: 10 verdiinnten Serums gebraucht, 
ing da der Vergleich mit der Standardiésung ein viel exakterer ist. Die Harnstoff- 
ine bestimmung erfolgte nach der von Fosse® angegebenen Xanthydrolmethode 
un- als Dixanthylharnstoff. Da die Bestimmung des Harnstoffes durch diese 
“ Methode eine sehr exakte ist, méchte ich die Methode kurz erwihnen, 
so wie ich sie ausfiihrte. 
yon ; aye" ‘ 
10 cem des Blutfiltrats werden in einem gut verschlieBbaren Glaschen 
mit 10cem Essigsiureanhydrid vermischt und abgekiihlt, dann werden ' 
langsam tropfenweise 2ccm einer 7°, igen Xanthydrollésung in Methyl- 
alkohol zugesetzt, das Glaschen geschlossen und gut durchgemischt. Nach 
10 Minuten werden wieder 2ccm Xanthydrollésung unter Hin- und Her- 
bewegen des Glaischens zugesetzt und das verschlossene Gilischen bei 
20° stehen gelassen. Nach Ablauf von 2 Stunden wird vom ausgefallenen 
zu Dixanthylharnstoff abzentrifugiert und in einem aliquoten Teil, meist 15 ccm, 
den der klaren Fliissigkeit nach Veraschen mit 3ccm konzentrierter Schwefel- 
iter siure und zehn Tropfen Kupfersulfat kjeldahlisiert. Aus der Differenz des 
i im Blutfiltrat selbst bestimmten Gesamt-Rest-N und des nach Fallung des 
om Harnstoffes mit Xanthydrol unter Beriicksichtigung der Verdiinnung 
bestimmten Rest-N laBt sich der Harnstoff-N bestimmen. Zur Kontrolle 
008. 
1 A. Christomanos, diese Zeitschr. 214, 482, 1929. 
2 Pincussen, Mikromethodik. Verlag G. Thieme. 5. Auifl., 1930. 
3 van Slyke, Hoawe, Journ. of biol. Chem. 49, 109, 1921. 
4 Pincussen, 1. c. 
vton, 5 Folin, Journ. of biol. Chem. 51, 377, 1922. 
* R. Fosse, Compt. rend., Compt. rend. soc. de biol. 1907— 1917; Ann. 
Inst. Pasteur 80, 1916. 
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wurde die abzentrifugierte Harnstoffxanthydrolfallung nach dreimaligem 
Waschen mit Methylalkohol verascht und der N bestimmt. Aus beiden 
Bestimmungen wurde das Mittel gezogen. 


Ich méchte aber erwihnen, daB Leerbestimmungen nach jedem 
zweiten Versuch unbedingt notwendig sind. Die Leerwerte sind von 
den Vollwerten abzuziehen. 


Die Bestimmung der freien Purine erfolgte nach der von Thann- 
hauser angegebenen Methode!. Durch diese Methode werden alle freien 
Purine inklusive der Harnsaure als Kupfersalze gefallt. Die Bestimmung 
sei kurz erwahnt: 


40 ccm des Blutfiltrats werden in einem Becherglas auf dem Wasser- 
bade auf 5ccm eingedampft und eine Messerspitze voll (etwa 0,5 g) 
chemisch reines Natriumacetat und 11/, cem 40%ige Natriumbisulfitlésung 
hinzugesetzt und gekocht. Wahrend des Kochens werden 11% ccm einer 
10°, igen Kupfersulfatlésung hinzugesetzt und 3 bis 4 Minuten stark ge- 
kocht. Der resultierende Niederschlag (graubraune Purinfallung neben 
CuO) wird in ein Zentrifugenglas von 60 ccm Inhalt quantitativ iibergefiihrt 
und fiinfmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Der gewaschene Nieder- 
schlag wird mit Schwefelsiure im Kjeldahlkolben verascht und der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt. Normales Serum ergibt 1,5 bis 3 mg-°% Purin-N. 
Diese Zahl, mit 3 multipliziert, ergibt praktisch den Harnsiuregehalt 
des Serums. Gleichzeitig muB eine Leerbestimmung mit den gleichen 
Mengen Reagentien ausgefiihrt werden. Der Leerwert mu8 vom Versuchs- 
wert abgezogen. werden. Die durch die erwahnten Methoden erreichte 
Fraktionierung des Gesamt-Rest-N in seine einzelnen Bestandteile hat den 
Vorzug der absoluten Exaktheit. {s liegen Angaben iiber einheitliche 
Sublimatfallungsmethoden vor*, die aber nicht absolut fehlerfrei sein 
diirften. 

Zur Bestimmung des Schwefels im Serum gingen wir nach der von 
Denis angegebenen nephelometrischen Methode vor*, mit einigen von 
Pincussen angegebenen Modifikationen. Bei den spiteren Untersuchungen 
und auch nur da, wo gréBere Mengen Serum zur Verfiigung standen, wurde 
der Schwefel nach Fallung mit Bariumchlorid’ gravimetrisch bestimmt. 
Wir bestimmten alle drei Fraktionen des Schwefels, naimlich die Gesamt- 
sulfate, den aromatischen Schwefel und den Gesamtschwefel. Die Differenz 
zwischen Gesamtschwefel einerseits, Sulfaten + aromatischem Schwefel 
andererseits ergibt den im Serum vorhandenen neutralen Schwefel, also, 
wie schon oben erwahnt, Glutathion, Cystein, Oxyproteinsiuren und 
etwaige unbekannte schwefelhaltige Kérper, wobei zu bemerken ist, daB 
die Kérper in ihrem Molekiil neben Schwefel Stickstoff enthalten. Es 
ist aber nicht gesagt, daB der gesamte neutrale Schwefelgehalt aus Ver- 
bindungen besteht, die schwefel- und stickstoffhaltig sein miissen. 


1 Thannhauser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 305, 1920. 

2 B. Lustig und K. Fiirst, diese Zeitschr. 215, 286, 1929; B. Lustig 
und B. Speiser, ebendaselbst 206, 340, 1929; E. Freund und R. Fellner, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 401, 1902. 

3 Denis, Journ. of biol. Chem. 49, 311, 1921; Pincussen, 1. c. 

4 A. Christomanos, diese Zeitschr. 169, 344, 1926. 
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Wir versuchten nun, den undifferenzierten Stickstoff in ein Ver- 
haltnis zum so gefundenen neutralen Schwefel zu bringen, wobei wir 
willkiirlich von der Hypothese ausgingen, daB der gefundene Schwefel 
hauptsachlich dem Glutathion und Cystin entspricht. Da nun Glutathion 
zwei Schwefelatome und vier Stickstoffatome in seinem Molekiil enthalt 
und Cystin zwei Schwefel- und zwei Stickstoffatome, wahlten wir 
das arithmetische Mittel unter Beriicksichtigung des atomaren Ge- 
wichtes, so daB nach unserer Berechnung ein Teil Schwefel 0,656 Teilen 
Stickstoff entspricht. Mit dieser Zahl wurden die gefundenen neutralen 
Schwefelwerte multipliziert und ergaben den aus dem Schwefel berechne- 
ten Stickstoff, wie Tabelle I zeigt. Die Werte entsprechen nur zum Teil 
denen des undifferenzierten N, im groBen und ganzen laBt sich aber 
sagen, daB die aus dem Schwefel errechneten Stickstoffwerte den un- 
differenzierten N-Werten in der GréBenordnung ziemlich parallel gehen 
(Tabellen I und II). Es ist uns aber vollkommen klar, daB das eine 
vorlaufig willkiirliche Deutung ist und daB unter Umstanden der 
Cystinschwefel doppelt bestimmt worden ist, einmal als Neutralschwefel 
und einmal als Aminosdure bei der Aminosiurebestimmung. 


Besprechung der Resultate. 


Die nach den! angegebenen Methoden gefundenen Werte sind in 
den Tabellen I, II, III und IV angegeben. Tabelle I enthalt die bei den 
einzelnen Analysen gefundenen absoluten Werte, in Milligramm- 
prozenten ausgedriickt. Tabelle II enthalt die gleichen Werte in pro- 
zentualer Berechnung. Tabelle III enthalt die prozentualen Mittel 
aus obigen Werten, entsprechend den verschiedenen Erkrankungen. 
Tabelle IV enthalt die einzelnen Verhaltnisse der Fraktionen unter- 
einander. 

Aminosiuren-Harnstoff. 


Die nach der Xanthydrolmethode bestimmte Harnstoff-N-Menge 
war bei Leberschidigungen leichter Art, wie Icterus catarrhalis 
(Tabelle III), auf 39,6°,, und bei Schadigungen schwerer Art, wie 
toxischem Icterus und akuter gelber Leberatrophie, auf 24,02°,, des 
Gesamt-Rest-N erniedrigt. Das Verhaltnis Aminosiuren-N /Harnstoff-N, 
welches normal zwischen 0,28 und 0,45 liegt, war zugunsten der Amino- 
sauren erhéht (Tabelle IV). Eine Erhéhung der Aminosaurefraktion und 
des Quotienten Aminosiuren-N/Harnstoff-N wurde auch bei unseren 
Diabetesfaillen beobachtet, was fiir eine leichte Schidigung der Leber 
spricht!. Dagegen ist derselbe Quotient bei den Uraimiefillen zugunsten 
des Harnstoffs verschoben. Ich méchte hier auf die groBe Wichtigkeit 


1 Thannhauser, Lehrbuch der Stoffwechselkrankheiten, S. 357. Verlag 
Bergmann, 1929. 
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des Quotienten Aminosauren-N/Harnstoff-N hinweisen, da wir durch 
ihn ein feineres Zeichen einer vorhandenen Leberschadigung besitzen. 
Leider wird dieser Tatsache zu wenig Beachtung geschenkt. So sehen 
wir bei der Uraimie selbst bei exzessiv hohem Rest-N wie bei einem 
unserer Fille (iiber 300 mg-°,,) einen sehr geringen Wert. Ebenso ist 
aus der Tabelle III und IV ersichtlich, daB der Quotient Ammo- 
niak /Harnstoff-N sich bei Leberschadigungen zugunsten des Ammoniaks 
erhéht. So fanden wir bei Leberschidigungen schwerer Art den 
Quotienten auf 0,22 erhéht, wahrend er normal zwischen 0,003 bis 


0,04 liegt. 


Priformiertes Kreatinin und Gesamtkreatinin-N. 


Die Werte fiir praformiertes und Gesamtkreatinin sind bei den 
Leberschadigungen stark erhéht, was fiir einen erhéhten Zellzerfall 
bzw. eine gestérte Umwandlung des Kreatiningeriistes sprechen kénnte. 
Bei Diabetes sind die absoluten Werte nicht besonders erhéht (Tabelle I), 
dagegen war bei den von uns analysierten Uramiefillen eine auBer- 
ordentlich starke Erhéhung der absoluten Kreatininwerte zu finden. 


Purin-N. 

Die Gesamtpurine inklusive Harnsaiure wurden bei den leichten 
Leberlasionen etwas erhdht gefunden, dagegen waren sie bei den 
schwereren Lebererkrankungen, toxischem Icterus, akuter gelber 
Leberatrophie, sehr stark erh6ht. Diese Vermehrung hangt sicherlich 
mit dem Abbau des geschadigten Leberzellenleibes und der Zunahme 
der endogenen Harnsiaurenquote, wie sie bei Leukimie' und Phosphor- 
vergiftung stattfindet?, zusammen. Letzthin hat C. Czoniczer*® bei Leber- 
affektionen eine Verminderung der Blutharnsaure gefunden. Bei den 
von uns analysierten Diabetesfallen ist die Gesamtpurinmenge etwas 
erhéht gefunden worden. Sehr merkwiirdig ist die von uns beobachtete 
starke Zunahme der Purine bei einzelnen Hypertonie- und Apoplexiefallen 
(siehe Tabellen I und II). Es liegt die Vermutung nahe, daf die Leber 
durch den zentralen apoplektischen Reiz ihre Purindepots mobilisiert 
im Sinne von Rosenberg*. Es ist bekannt, daB bei Kaninchen nach der 
Piqure eine vermehrte Allantoinausscheidung eintreten kann®. 


1 Brugsch und Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel, 8.43. Jena, 
Fischer. 

2 Jacoby, Zeitschr. f. phys. Chem. 30, 174, 1900; FE. Porges und 
Przibram, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 59, 20, 1908. 

3 Czoniczer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 65, 283, 1929. 

4 Rosenberg, Zeitschr. f. exper. Pathol. 14, 245, 1913. 

5 Michaelis, ebendaselbst, S. 255. 
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ch Indican. 

on. Der Indicangehalt der verschiedenen Sera wurde nach der Rosen- 
en bergschen Methode auf Grund der Jollesschen Reaktion! gepriift. Es 
mM ergab sich, daB die meisten Sera einen Idicangehalt unter 0,1 mg-°,, 
ist besaBen. Dagegen war der Indicangehalt von eimigen untersuchten 
10- Uramiefillen bis auf 1,6 mg-°,, erhéht. Bei chronischer Nephritis fand 
ks Eigenberger® héhere Werte. 

len 

bis 


Neutralschwefel und undifferenzierter Stickstoff. 
Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, ist der Neutralschweéfel haupt- 


sichlich bei den Lebererkrankungen, Schrumpfnieren und Uramien 
stark erhéht, was wohl damit zusammenhingen diirfte, daB einesteils 





os durch den starkeren Zelluntergang schwefelhaltige EiweiBabbau- 
“ produkte im Blute erscheinen, anderenteils durch die geschadigte Aus- 
oe scheidungsméglichkeit der Niere eine Anhaiufung normaler Schwefel- 
) produkte in den Kérpersaften stattfindet. Bei unseren Hypertonie- 

il und Apoplexiefaillen war der Schwefelgehalt nicht besonders erhéht. 
sae Merkwiirdigerweise war der Schwefelgehalt bei den von uns analysierten 

Diabetesfallen ziemlich niedrig. Ob diese Abnahme mit der vorhandenen 

Schadigung der Bauchspeicheldriise zusammenhangt, eventuell mit der 
on verminderten Insulinproduktion, ist vorliufig noch sehr fraglich. 
ia Diesbeziigliche Untersuchungen werden weiter gefiihrt werden. Wie 
weit wir schon am Anfang erwahnt haben, haben wir die Menge Rest-N, | 
bof welche nach Fraktionierung des Gesamt-Rest-N iibrigblieb, undifferen- 
we zierten Stickstoff genannt. Es ist aus den Tabellen I, II und III er- | 
a sichtlich, daB der undifferenzierte Stickstoff dem auf Grund unserer 
-. Berechnung aus dem Neutralschwefel errechneten Stickstoff annahernd 
aie proportional ist. Versuche in dem Sinne, den undifferenzierten Stickstoff i 
con durch Phosphorwolframsaure und Goldchlorid zu fassen, miBlangen, da 
we diese Kérper zu keiner Fallung fiihrten. : 
len 
ber Die Einwirkung von Insulin auf den Reststickstoff. 
ert Im AnschluB an frithere Arbeiten injizierten wir Patienten subkutan und 
jer intravenés 40 bis 60 Einheiten Insulin und bestimmten vorher und nachher 

den Reststickstoff sowie dessen verschiedene Fraktionen im Serum. Es 

lieBen sich aber auBer geringer Erniedrigung (in zwei Fallen Erhéhung) 

bei sieben Fallen keine besonderen Befunde erheben. Die Angaben von 
na, Paulesco*, der eine Verminderung des Harnstoffes nach Insulin fand, 

konnten nicht bestatigt werden. Die geringe Erniedrigung, welche wir 
ind 


1 Jolles, Zeitschr. f. physiol. Chem. 94, 79, 1915. 

2 Eigenberger, Zentralbl. f. innere Med. 48, 27, 1922. 

% Paulesco, Arch. Internat. de Physiol. 1921; Compt. rend. de la soc, 
de biol. 90, 713, 714, 1924. 
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Tabelle Il. 


Mittel aus den Prozentwerten nach Krankheitsgruppen. 














a: i ied 12 Fh. 
S : ESE . _ eS 
Krankheit az & s5=z = cA  &EZ 
F Ee fee Fy ae | Sa 
im < 12 3 = 
Katarrhalischer Icterus 39,6 21,22 3,88 6,22 381 2,7 26,46 
Toxischer Icterus, akute 
Leberatrophie. . . . . | 24,02 39,66 7,48 7,92 936 532 23.44 
Diabetes. ........ | 44,2 | 29,26) 3,03 | 509; 7,04) 2,5 9,38 
Ren granularis, Uramie . . 65,61 9,0 3,89 5,8 5,23 | 1,54 | 8,92 
Herzinsuffizienz. . ... . | 74,58) 11,07; 1,85 | 421 | 28 0,66 7,22 
Hypertonie, Apoplexie. . . | 54,9 | 15,7 | 2,76 | 6,16 13,21) 2.52 | 7,97 
Tabelle 1V. 
Verhaltnis einzelner Gruppenwerte. 
, Normal Leber- Ren gra- : Hyper- 
Quotient vom llnot on me RX. erkrankunge .. | Herzin- tonie, : a 
Mittel /, | bei 25mg RN maine caclll — suffizienz Apo- Diabetes 
i| 9 leicht | schwer plexie 


Amino-N 


28—0,45 0,53 | 1,65 | 0,188 0,148 | 0,287 0,66 
Harnstoff-N 0,28—0,45 0,53 | 1,65 | 0,138 0,14 87 | 0,66 


1 3 F 0,0083—0,04 | 0,069 0,22 0,023 0,009 | 0,046 | 0,056 
Harnstoff-N 


Harnstoft-N 
Undifferenzierten-N 


~] 


20—30 1,5 1,02 7,3 =| 10,3 6,8 4, 


Kreatinin-N 
amtk —2 16 | 1,06 22 | 22 | 1,67 
Gesamtkreatinin-N . 1,6 1,06 1,5 2 1,67 


in den von uns analysierten Fallen fanden, verteilte sich auf simtliche 
Fraktionen. Es seien folgende Versuche angefiihrt. 


Versuch 1. 
Icterus catarrhalis, 60 Einh. Insulin subkutan. 
Vor Insulin. ........ . « 65,0mg-% Gesamt-Rtst-N 


45 Minuten nach Insulin .... . 60,0. ,, Ss 


Versuch 2. 
Icterus catarrhalis, 50 Einh. Insulin subkutan. 


Vor Insulin . . ....... . « 40,4mg-% Gesamt-Rest-N 


45 Minuten nach Insulin .... . 53,8 ,, te 
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Fraktionierung des Reststickstoffs unter pathologischen Bedingungen. 


9 


Versuch 3. 


Apoplexie, 40 Einh. Insulin intravendés. 


Vor Insulin .......... . 48,3 mg-% Gesamt-Rest-N 


15 Minuten nach Insulin .... . 47,5 ,, 9 


Versuch 4. 
Uramie, 40 Einh. Insulin intravenés. 
Vor Insulin. ......... . 119,1 mg-% Gesamt-Rest-N 


15 Minuten nach Insulin . ... . 109.7 ,, “i 


Zusammenfassung, 


Es wurde gefunden, dab 

Amino-N 
Harnstoff-N 
weniger, bei Erkrankungen schwererer Art mehr zugunsten der Amino- 
siure verschoben wurde, so daB man diesen Quotienten als eine Teil- 
funktionspriifung der Leber betrachten kann. 


1. bei Leberschaidigungen leichterer Art der Quotient 


Ammoniak 
Harnstoff-N 

3. Bei toxischen Leberschidigungen waren die Kreatinin- und 
Purinwerte stark erhéht. 


2. Gleichsinnig verhalt sich der Quotient 


4. Der undifferenzierte Stickstoff ist bei Leberschadigungen am 
stirksten erhéht, weniger bei Diabetes und viel weniger bei den anderen 
Krankheitsgruppen. 


5. Der Neutralschwefel ist stark vermehrt bei Leberschidigungen 
und Uramien. 

6. Der undifferenzierte Stickstoff wurde in Beziehung zum Neutral- 
schwefel gebracht. 

7. Insulin hat keine oder eine geringe Einwirkung auf den Rest-N- 
Gehalt des Serums. 
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Uber eine Vereinfachung und Verbesserung der kolorimetrischen 
Milchsiurebestimmungsmethode von Dische und Laszlo. 


Von 


Karl Julius Anselmino. 
(Aus der Frauenklinik der Medizinischen Akademie in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 10. April 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir beschreiben in dieser Mitteilung eine Vereinfachung und 
Verbesserung der von Dische und Laszlo! angegebenen Methode zur 
Bestimmung von Milchséure im Blute, die sich besonders fiir Serien- 
bestimmungen bewahrt hat. 


Die kolorimetrische Milchséiurebestimmungsmethode von Dische und 
Laszlo besitzt gegeniiber anderen kolorimetrischen Methoden mehrere 
Vorziige, auf die schon die Verfasser hingewiesen haben. Sie ist erstens 
weitgehend unempfindlich gegen Spuren von Verunreinigungen, die haufig 
das Arbeiten mit anderen kolorimetrischen Methoden auBerordentlich 
erschweren. Der zweite Vorzug ist der, daB die Kolorimetrierung nicht an 
eine bestimmte Zeit gebunden ist, da sich die Firbung der Hydrochinon- 
verbindung mit der Zeit kaum andert, und drittens ist die Farbungsintensitat 
bei der Reaktion von Dische und Laszlo weit stairker als etwa bei den Ver- 
fahren von Harrop? und Mendel-Goldscheider®. 


Ein Nachteil der Methode von Dische-Laszlo gegeniiber dem heute 
meist gebrauchten Mendel-Goldscheiderschen Verfahren liegt in der 
Umstandlichkeit der Kolorimetrierung, die bisher wohl einer all- 
gemeineren Anwendung der Methode im Wege gestanden hat. Mendel- 
Goldscheider nehmen die Kolorimetrierung in der gewéhnlichen Weise 
gegen eine geeichte Farbstofflésung vor, da Farbintensitaét und Milch- 


1 Dische und Laszlo, diese Zeitschr. 187, 344, 1927. 
2 Harrop, Chem. Centralbl. 1921, IV, 93. 
8 Mendel und Goldscheider, diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
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siurekonzentration bei ihrer Reaktion proportional verlaufen. Bei 
dem Verfahren von Dische-Laszlo dagegen zeigt sich eine Abweichung 
von dieser Proportionalitét infolge einer schwachen Eigenfirbung, die 
auf der Bildung einer Hydrochinon-Kupferverbindung beruht, und die 
eine Kolorimetrierung in der gew6hnlichen Art und Weise ausschlieBt. 
Dische und Laszlo schreiben daher vor, daB man beim kolorimetrischen 
Vergleich der unbekannten Versuchs- und der bekannten Standard- 
lésung aus einer Biirette soviel eigengefarbter Leerprobe zu der starkeren 
Lésung zulaufen lat, bis beim Vergleich in einem Walpoleschen Kom- 
parator beide Lésungen gleiche Farbintensitat besitzen. Aus der Anzahl 
der bis zum Eintritt der Farbgleichheit verbrauchten Kubikzentimeter 
Leerprobe laBt sich dann die Milchsiurekonzentration berechnen. 
Diese Art der Kolorimetrierung ist umstandlich und fiihrt leicht zu 
Ungenauigkeiten. Wir haben sie daher durch eine andere, sehr einfache 
Art des Vorgehens ersetzt, die es erméglicht, die beiden Lésungen 
direkt in einem Kolorimeter zu kolorimetrieren, ohne daB die Zugabe 
von einer abzumessenden Menge von Leerprobe und eine anschlieBende 
Berechnung nétig sind. 


Unser Vorgehen bedient sich der Methode der graphischen Inter- 
polation. Aus Kurven, die man sich vor Beginn einer Versuchsserie 
anlegt, lassen sich die gesuchten Werte ohne weiteres ablesen. 
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Abb. 1. 


Schichthéhen und zugehérige Milchséurekonzentrationen der Versuchs- 

lisungen bei einer Standard-Versuchslisung yon a) 20 mg-°!, Milch- 

siure und 30mm Schichthéhe, b) 30 mg-°), Milchséure und 20 mm 
Schichthéhe, c) 20 mg-°/, Milchsture und 20 mm Schichthéhe. 


In der Abb. 1 sind mehrere derartige Kurven dargestelit, die in folgender 
Weise gewonnen wurden: In einer Reihe von Zinklaktatlésungen der 
Konzentrationen 10, 15, 20 usw. bis 45 mg-°,, wurde in der von Dische und 
Laszlo angegebenen Weise eine Farbreaktion mit Hydrochinon hervor- 
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gerufen. Dann wurde in einem Leitzschen Universalkolorimeter von 50 mm 
Schichthéhe (in der Dubosqschen Anordnung) es laBt sich natiirlich 
auch jedes andere Kolorimeter verwenden der Standardtrog mit der 
20 mg-°, igen Laktatlésung gefiillt und der Glasstab dieser Seite auf 20 mm 
Schichthéhe eingestellt. Die Schichthéhe dieser Seite wird nicht mehr 
verandert. In dem Trog der Versuchslésung der anderen Seite werden 
nun hintereinander die iibrigen Laktatkonzentrationen gegen die 20 mg-°, ige 
Lésung bis zur Farbgleichheit kolorimetriert und die gefundenen Schicht- 
héhen dieser Seite notiert. Aus den gefundenen Schichthéhen einerseits, 
den zugehérigen Laktatkonzentrationen andererseits wird ein Diagramm 
angelegt; in Abb. 1 entspricht die Kurve c dem von uns gewahlten Beispiel 
von 20 mg-°, Laktatgehalt und 20mm Schichthéhe der Standardlésung. 
Analysieren wir nun spiater eine unbekannte Milchsiurekonzentration, 
also z. B. Blut, so kolorimetrieren wir sie gegen eine wiederum 20 mg-% ige 
Laktatkonzentration als Standardlésung, die wir im Standardtrog wieder 
auf 20mm Schichthéhe fest einstellen. Man braucht nunmehr nur 
die Schichthéhe der unbekannten Blutprobe bei Farbgleichheit zu _be- 
stimmen und kann sofort aus der Kurve c in Abb. 1 die zugehdérige 
Milchséurekonzentration ablesen, ohne daB eine weitere Berechnung 
noétig ist. 


Erwartet man gréBere Differenzen im Milchsiuregehalt verschiedener 
Blutproben, so legt man sich zweckmaBig noch eine weitere Kurve an, 
die einer anderen Laktatkonzentration auf der Standardseite entspricht. 
Die Konzentrationen von Standardlésung und unbekannter Versuchs- 
lésung sollen naimlich nicht allzu sehr differieren. Die Kurve b in Abb. | ist 
z. B. von einer Standard-Laktatkonzentration von 30 mg-% bei 20 mm 
Schichthéhe gewonnen. 

Zieht man zum Kolorimetrieren eine andere Farbintensitaét vor, 
so braucht man beim Anlegen der Kurven nur andere Schichthéhen zu 
wahlen. Die Kurve ain Abb. 1 entspricht z. B. einer 20 mg -% igen Laktat- 
lésung bei 30 mm Schichthéhe. Die Farbung ist hier intensiver. 


Die angegebenen Kurven sollen nur als Beispiel dienen. Wenn 
Wert auf Genauigkeit gelegt wird, so wird es nétig sein, von jedem 
Standard-Milchsiurepraparat besondere Kurven anzufertigen. Zwar 
ist die Kurvenkriimmung stets ungefahr die gleiche, je nach dem Rein- 
heitsgrad des Standardpriparats wird sich aber eine andere Ordi- 
natenhodhe ergeben. 


Die Ubereinstimmung der Werte, die man mit unserer Modifikation 
erhalt, mit den Werten, die das Originalverfahren liefert, ist vollkommen, 
wie wir in Kontrollversuchen feststellten. Der Vorteil unseres Vor- 
gehens liegt erstens in der bei Serienbestimmungen erheblichen Zeit- 
ersparnis, die man bei zehn Doppelbestimmungen auf etwa 2 Stunden 
veranschlagen darf; zweitens sind die Fehlerméglichkeiten wesentlich 
geringer, da man an Stelle des Komparators mit dem genaueren Kolori- 
meter arbeitet, und da die Titration wegfallt. Wir glauben daher, 
daB unsere Abanderung nicht nur eine Vereinfachung, sondern auch 
eine Verbesserung des Originalverfahrens darstellt. In dieser Modifika- 
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tion diirfte die Methode von Dische und Laszlo heute von keiner anderen 
kolorimetrischen Milchséurebestimmungsmethode an Einfachheit und 
Zuverlassigkeit iibertroffen werden. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Vereinfachung und Verbesserung der kolorimetrischen 
Milchsdurebestimmungsmethode im Blute von Dische und Laszlo 
beschrieben. Mit dieser Abanderung, die besonders fiir Serienunter- 
suchungen in Frage kommt, liBt sich gegeniiber dem Originalverfahren 
eine erhebliche Zeitersparnis und infolge Wegfalls mehrerer Fehler- 
moglichkeiten auch eine gréBere Genauigkeit erzielen. 
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Zur Methodik der Kohlenstoffbestimmung im Harn. 


Von 


C. G. L. Wolf. 
(Aus dem Addenbrooke’s Hospital, Cambridge, England.) 


(Eingegangen am 11. April 1930.) 


Jiingst hat K. Voit! eine Methode zur Bestimmung des Kohlenstoffs 
im Harn veréffentlicht. Das von ihm vorgeschlagene Verfahren besteht in 
der Verbrennung des Harns mit Bichromatschwefelsiure und Ubertreiben 
der erhaltenen Gase iiber Kupferoxyd und Bleiperoxyd, worauf das Kohlen- 
dioxyd in Natronlauge aufgefangen und auf eventuell gebildetes Kohlen- 
oxyd mit Palladiumchloriir gepriift wird. Der vom Autor beschriebene 
Apparat ist praktisch identisch mit dem von mir vor fast 20 Jahren an- 
gegebenen?; selbst habe ich damals hinzugefiigt, da die Ausfiihrung 
im wesentlichen nicht neu“ sei. 


1 Diese Zeitschr. 215, 418, 1929. 
2 Ebendaselbst 40, 209, 1912. 
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iber die Anwendung von Celluloid, besonders Celluloidréhren 
im Laboratorium. 


Von 
A. Krogh und E. Lange. 


(Aus dem zoophysiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 15. April 1930.) 


Celluloidréhren sind schon seit Jahren in der Aquariumtechnik fiir 
Luft- und Wasserleitungen in Gebrauch, weil sie billig, leicht und biegsam 
sind, keine schadlichen Stoffe abgeben und doch nicht so leicht wie Glas 
von Mikroorganismen tiberwuchert werden. Nachdem wir sie zuerst in 
der Zoologischen Station Kristineberg in Schweden kennen lernten, 
haben wir gefunden, daB8 sie sich auch fiir andere Laboratoriumszwecke 
gut eignen. 

Das Celluloid ist widerstandsfahig gegen Wasser, Ole und viele 
Chemikalien, wird aber durch Aceton, Amylacetat und Eisessig gelést 
und in Ather erweicht. Direktem Sonnenlicht ausgesetzt verfarbt sich 
das Celluloid in einigen Wochen und wird sehr briichig. Es ist leicht 
brennbar, aber nicht besonders feuergefahrlich, da es recht langsam 
brennt und kleine Stiicke sich leicht léschen lassen. Das sehr ahnliche 
Material ,,Cellon“ ist bedeutend weniger brennbar, es ist aber teurer und 
laBt sich kaum so gut bearbeiten. 

Wir beziehen das Celluloid aus der Deutschen Celluloid - Fabrik 
Eilenburg, Provinz Sachsen, teils in Platten von 1 bis 2 mm Dicke, auch 
siebartig durchlécherte, teils in Réhren von 1,5 bis 1,6 m Lange und den 
folgenden Dimensionen: 

Diameter: 3,5, 6, 8, 10, 13, 20, 40 mm. 

Lichte Weite: 2, 4, 6, 8, 11, 18, 38 mm. 

Andere Dimensionen, wie dickwandige Kapillarréhren und grobe 
Réhren bis 7 cm Diameter, kénnen natiirlich hergestellt werden. 

Enge Réhren (bis 8 mm Diameter) kénnen in heibem Wasser ge- 
bogen werden, am bequemsten aber in einem Dampfstrahl, der wie eine 
Gebliselampe benutzt wird. Weitere Réhren fiillt man mit Sand, damit 
sie sich bei der Biegung nicht abplatten. Fiir starke Formanderungen 
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geniigt die Temperatur des Dampfstrahls kaum, und wir benutzen dann 
ein Olbad von etwa 140°, in welchem das Celluloid sehr weich wird. 

Kleinere Réhren oder Platten, die in Acetondampf oder in Ather 
erweicht worden sind, kénnen in der Kalte beliebig geformt werden, 
z. B. zu Spiralen gedreht. Man muB8 aber die geformten Stiicke 
waihrend des Verdunstens des Lésungsmittels fixieren. 

Verbindungen wie Winkelréhren, Abzweigungen usw. werden so 
hergestellt, daB die zu verbindenden Flachen gegeneinandergepreBbt 
werden, indem man 1 Tropfen Aceton hineinflieBen laBt. Die Flaichen 
verbinden sich sehr schnell. Man 1aBt vorsichtig etwa 10 Minuten 
trocknen und bestreicht dann die Verbindung mit einer dickfliissigen 
Lésung von Celluloid in Aceton. Diese Behandlung wird nach einer 
Viertelstunde wiederholt, und man hat dann am nachsten Tage eine 
dichte und mechanisch sehr widerstandsfihige Verbindung. 

Zur Verbindung von Celluloid- und Glasrébren werden die 
letzteren etwas ausgezogen und dann die entsprechende Celluloidréhre 
in dem Dampfstrahl aufgepreBt. SchlieBlich wird sie mit Aceton be- 
festigt und mit Celluloidlésung bestrichen. Fiir Konusschliffstiicke aus 
Glas stellt man entsprechende ,,Celluloidschliffe’’ einfach durch Auf- 
pressen her. Mit Hahnschmiere eingefettet sind diese Schliffe voll- 
kommen dicht, und solche elastischen Schliffverbindungen sind fiir einige 
Zwecke sehr niitzlich!. Schliffstiicke wie Hahnstopfen durch Hinein- 
pressen in konische Glasréhren herzustellen gelingt nicht, weil sich 
das Celluloid bei der Kiihlung etwas zusammenzieht. 

Celluloid ist nicht vollkommen gasdicht, aber in dieser Hinsicht 
doch dem Kautschuk weit tiberlegen. Wir haben eine Art Barometer- 
rohre hergestellt, bestehend aus einem Glashahn oben, dann eine Celluloid- 
réhre von 300 mm Lange, 8 mm auBerem und 6 mm innerem Durchmesser 
und eine Glasréhre von 800 mm Lange und 2,04 mm lichter Weite. Wenn 
diese Rohre als Barometer aufgestellt wird, finden wir, daB in 18 Stunden 
das Quecksilber 22mm sinkt. Hieraus berechnet man einen Luft- 
eintritt von 0,26 cem (bei 760 mm Druck gemessen), d. h. pro Stunde 
0,014cem und, wenn die mittlere Oberfliche auf 67 qcm geschatzt 
wird, 0,0002 cem pro qem/mm und Stunde. 

Fiir Wasserstoff finden wir eine bedeutend gréBere Durchlassig- 
keit. Wenn die Réhre mit Wasserstoff gefiillt wird, verschwindet pro 
Stunde bei atmospharischem Druck etwa 0,160 oder 0,0025 cem pro 
qem/mm und Stunde. 

Fiir Kohlendioxyd werden die Verhaltnisse dadurch kompliziert, 
daB Celluloid fiir CO, einen sehr hohen Absorptionskoeffizienten besitzt. 
Dieser wurde dadurch bestimmt, daB 11,16 g diinne Celluloidréhren 


! Krogh, diese Zeitschr. 221, 247, 1930. 
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Anwendung von Celluloid im Laboratorium. 


mit 8,2 ccm Volumen (spezifisches Gewicht somit 1,35) in einer Baro- 
meterréhre im Vakuum angebracht wurden. Die Réhre wurde dann 
schnell mit CO, gefiillt und der Anstieg des Quecksilbers beobachtet. 
Nach 20 Stunden war die Absorption beinahe vollstandig, aber erst 


nach 44 Stunden hatte sich wirklich Gleichgewicht eingestellt. Aus 
zwei solchen Versuchen berechnen wir einen Absorptionskoeffizienten 
(cem CO, bei atmospharischem Druck in cem Celluloid) von 2,50 — 0,05. 

Wenn CO, aus einer Celluloidréhre diffundiert, verschwindet das 
Gas zuerst schnell durch Absorption. Es dauert aber mehrere Stunden, 
bis tiberhaupt meBbare Mengen hindurchtreten, und erst nach 1 bis 
2 Tagen stellt sich eine gleichmaBige Diffusion ein. Diese betraigt pro 
qem/Stunde bei 1 Atm. Druckdifferenz und, wie in den iibrigen Ver- 
suchen, | mm Wandstarke etwa 0,0015 ccm. 

Die angefiihrten Durchlassigkeitsbestimmungen machen nicht An- 
spruch auf gréBere Genauigkeit und sind simtlich an derselben Réhre 
gewonnen. 


Zusammenfassung. 


Celluloid, besonders in Réhrenform, eignet sich fiir einige Labora- 
toriumszwecke. Die Eigenschaften und Behandlung des Materials werden 
beschrieben und angenaherte Zahlen fiir den Durchgang von Luft, 
Wasserstoff und Kohlenséure durch Celluloid gegeben. 











Uber eine neue Darstellung von Glycerinaldehyd und Glycerin. 


Von 


Irene Stephanie Neuberg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. April 1930.) 


Die Totalsynthese des Glycerinaldehyds, die zugleich die praktisch 
brauchbare Methode zur Bereitung dieser chemisch wie physiologisch 
gleich interessanten Substanz bildet, ist vor 30 Jahren von A. Wohl 
sowie von A. Wohl und C. Neuberg auf einem Wege ausgefiihrt, der 


durch folgende Etappen gekennzeichnet ist: Glycerin ~?#2°_, Acrolein 


+ £-Chlor-propionaldehyd-di-athyl-acetal = 


athyl-acetal "9%, Glycerin-aldehyd-di-athyl-acetal "2°, Glycerin- 
aldehyd. Wie ich gefunden habe und vorlaufig mitteilen méchte, 
kann man Acrolein direkt zu Glycerinaldehyd oxydieren, und zwar 
mit Hilfe des jiingst von mir zur Oxydation von Brenztrauben- 
siure benutzten Reagenzes von K. A. Hofmann, dem durch Osmium- 
tetroxyd aktivierten Chlorat. Nach Entfernung des entstandenen 
Chlorids nebst eventuell iiberschiissigen Chlorats durch Behandlung 
mit Alkohol und Ather extrahiert man einen Sirup, der im wesent- 
lichen aus Glycerinaldehyd besteht. Die Triose erhalt man gema} 
reduktionsanalytischen Bestimmungen in beinahe quantitativer Aus- 
beute. Das Vorliegen von Glycerinaldehyd wird bewiesen durch Dar- 
stellung des charakteristischen 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazons (Collatz), 
ferner durch Uberfiihrung in Methylglyoxal, das nach der dafiir an- 
gegebenen Vorschrift in guter Ausbeute gewonnen wird. Durch Be- 
handlung mit Natrium- oder Aluminium-Amalgam in neutral gehaltener 
wasseriger Lésung kann man den Glycerinaldehyd zu Glycerin reduzieren. 
Aus der von anorganischen Salzen mit Weingeist getrennten und dann 
wieder von Alkohol befreiten Lésung des Glycerins wird durch De- 
stillation im Vakuum reines Propantriol iibergetrieben. 


+> Acrolein-di- 
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Diese Darstellungen des Glycerinaldehyds und Glycerins invol- 
vieren eine neue Synthese beider Stoffe aus rein anorganischem Material. 
Der Reaktionsverlauf ist durch folgende Stufen charakterisiert : Calcium- 
carbid + #20 Acetylen +42, Athylen +, Acrolein (E. v. Meyer) 
0 + H20_. Glycerinaldehyd + #2, Glycerin. Es soll versucht werden, den 
bei der direkten (dem Anschein nach auch mit Benzoe-persiure aus- 
fiihrbaren) Oxydation des Acroleins entstehenden Glycerinaldehyd in 
kristallisiertem Zustande abzuscheiden; genaue Priifungen sind ferner 
dariiber im Gange, ob ein als Nebenprodukt beobachteter, nach seinem 
Siedepunkt als Trimethylenglykol anzusprechender Stoff aus einem bei 
der Umwandlung des Acroleins erzeugten Fremdkérper (Hydracryl- 
aldehyd?) hervorgeht, oder ob sein Auftreten auf Besonderheiten zu 
beziehen ist, die sich bei der Reduktion von Glycerinaldehyd resp. bei 
der entsprechenden Behandlung von Glycerin geltend machen. 











Kohlenhydratverbrennung durch Methaimoglobin. 
(Uber den Mechanismus einer Methylenblaukatalyse.) 


Von 


Otto Warburg, Fritz Kubowitz und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. April 1930.) 


E.S.G. Barron und G. A. Harrop haben gefunden, daB Methylen- 
blau, glucosehaltigen Saugetiererythrocyten in minimaler Konzentration 
zugesetzt, Atmung erzeugt: eine durch Narkotika hemmbare, an der 
Struktur vor sich gehende Oxydation von Kohlenhydrat unter Absorp- 
tion von molekularem Sauerstoff und Entwicklung von Kohlensiaure. 

Wir wollen diesen Vorgang als ,,Methylenblauatmung von der 
Sauerstoffatmung unterscheiden. Die Sauerstoffatmung ist in den kern- 
losen Saugetiererythrocyten verschwindend klein. Die Methylenblau- 
atmung ist in den roten Blutzellen mancher Tiere — z. B. Pferd, Rind, 
Schwein, Ziege -— gleichfalls klein, in den Erythrocyten von Mensch, 
Ratte, Kaninchen jedoch sehr groB (GréBenordnung 70 cmm Sauer- 
stoff pro Kubikzentimeter Blut und Stunde bei 38°). Worauf das 
verschiedene Verhalten der verschiedenen Blutarten beruht, bleibe dahin- 
gestellt. Hiamolysiert man die Blutzellen mit Wasser, so verschwindet 
in allen Blutarten die katalytische Wirkung des Methylenblaus. 

Seit der Entdeckung der vitalen Methylenblaureduktion durch 
Ehrlich ist der Versuch von Barron und Harrop der interessanteste, 
weil hier groBe zeitlich konstante Wirkungen vorliegen, nicht in irgend- 
welchen undefinierten Saften oder Zellniederschligen, sondern in 
lebenden Zellen, noch dazu in solechen Zellen, in denen die normale 
Atmung wegen ihrer Geringfiigigkeit die Versuche nicht kompliziert. 
Deshalb schien uns dieser Fall giinstig, um die katalytische Wirkung 
des Methylenblaus zu untersuchen. 

Die Erythrocyten wurden in neutralem Kochsalzphosphat (0,15 mol. 
NaCl, 0,02 mol. PO,) gewaschen und auf Blutvolumen mit derselben 


1 E.S.G. Barron und G. A. Harrop, Studies on Blood Cell Metabolism, 
Journ. of biol. Chem. 79, 65, 1928. 
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Lésung aufgefillt. Die Temperatur war 38°, die Glucosekonzentration 
0,5°,, die Methylenblaukonzentration im allgemeinen 0,005 °,. 


Einige Ergebnisse. 

1. Den respiratorischen Quotienten (CO, /O,) bei der Methylenblau- 
atmung der Kaninchenzellen fanden wir kleiner als 1, was uns veranlaBte, 
nach Produkten unvollstandiger Verbrennung zu suchen. Ein solches 
Produkt ist Brenztraubensdure. Beispielsweise entstanden in 3 cem 
Blutzellen in 170 Minuten bei 38° 1,4 mg Brenztraubensiaure, bei einem 
Sauerstoffverbrauch von 657cmm. Rund ein Drittel des veratmeten 
Sauerstoffs war also verbraucht worden, um Glucose zu Brenztrauben- 
siure zu oxydieren. 

In den ersten Versuchen wurde die Brenztraubensdiure aus der 
Phosphatlésung ausgeithert und nach EL. Fischer als Phenylhydrazon 
gefallt. Schmelzpunkt unkorrigiert 192°. 


Cc H N 
60,47 %, 5.49% 15,78 % 
60,50%, 5,60% 15,85 %, 


wahrend fiir Brenztraubensdiure-Phenylhydrazon berechnet ist 
C H N 
60.70% 5.62%, 15,75° 

Spater haben wir die Brenztraubensiure in der Phosphatlésung 
manometrisch bestimmt, indem wir durch Zugeben von Lebedewsaft 
(Neubergsche Carboxylase) die Brenztraubensiure decarboxylierten. 
Dies ist eine bequeme und genaue Bestimmung von Brenztraubensiure 
neben Milchsaure. 

2. Setzt man Methylenblau zu einer Lésung von Oxyhimoglobin, 
so entsteht unter Sauerstoffentwicklung Methamoglobin, wobei das 
Methylenblau zweiwertiges Blutfarbstoffeisen zu dreiwertigem Eisen 
oxydiert, wihrend es selbst in MethylenweiB iibergeht!. Da Methylen- 
weiB durch Sauerstoff reoxydiert wird, verwandelt Methylenblau 
Hamoglobin katalytisch in Methimoglobin. 

Dieselbe Reaktion beobachtet man, wenn man Methylenblau zu 
roten Blutzellen gibt. Blutzellen, in denen die Methylenblauatmung 
klein ist — Pferd, Schwein, Rind, Ziege — -, entwickeln dabei erhebliche 
Mengen Sauerstoff, bei Blutzellen, in denen die Methylenblauatmung 
groB ist, wird die Methamoglobinbildung durch die sofort einsetzende 
Katalyse mehr oder weniger verdeckt. 


1 Beziiglich der theoretischen Grundlagen dieser Reaktion vgl. W. Mans- 
field Clark, Studies on Oxidation-Reduction. Hygienic Laboratory Bulletin 
Nr. 151. Treasury Department United States Public Health Service, 1928; 
ferner J. B. Conant und L. F. Fieser, Journ. of biol. Chem. 62, 595, 1925. 
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3. Nach dem Gesagten entsteht in roten Blutzellen bei Zugabe von 
Methylenblau Hamineisen, der Katalysator der normalen-Atmung. Dies 
legte den Gedanken nahe, daB bei der Methylenblauatmung die 
Oxydation des Zuckers nichts anderes ist als eine Oxydation durch 
Hamineisen, nimlich durch das Eisen des Methamoglobins. Dann 
miiBte es gelingen, das Methylenblau durch andere Methamoglobin- 
bildner zu ersetzen, also Glucose in roten Blutzellen zu verbrennen, 
indem man auf irgendeine Art Methimoglobin in roten Blutzellen 
erzeugte. 

Ein solcher Methamoglobinbildner darf nicht narkotisch wirken und 
darf die Struktur der Zellen nicht schidigen. Chinon war ungeeignet, 
Amylnitrit war geeignet. Beispielsweise gaben wir zu 8 cem Kaninchen- 
zellen (in NaCl-Phosphat) 25cem 0,05°,iges Amylnitrit (in NaCl- 
Phosphat) und lieBen 10 Minuten bei Zimmertemperatur  stehen. 
Dann war der gréBte Teil des Haimoglobins in Methamoglobin ver- 
wandelt. Uberschiissiges Amylnitrit wurde auf der Zentrifuge fort- 
gewaschen, die Zellsuspension auf Blutvolumen gebracht und unter 
Glukosezusatz in den Thermostaten bei 38° eingehangt. Hier wurde das 
Methimoglobin —- wie man spektroskopisch oder manometrisch ver- 
folgen konnte — reduziert, der Zucker oxydiert. Als Endprodukte der 
Glucoseverbrennung traten, wie bei der Methylenblauatmung, Kohlen- 
siure und Brenztraubensdure auf. Der respiratorische Quotient war wie 
bei der Methylenblauatmung kleiner als 1. Ohne Zuckerzusatz behielten 
die Blutzellen die von dem Methamoglobin herriihrende braune Farbe. 

4. Kohlenoxyd verhindert die Methylenblauatmung unter Be- 
dingungen, unter denen Kohlenoxyd die Methamoglobinbildung durch 
Methylenblau verhindert. Wahrend aber bei der Kohlenoxydhemmung 

_ . Kohlenoxydkonzentration — —s_ 
der Sauerstoffatmung der Quotient saeeeeres aera Mal die 
Hemmung maBgebend ist, kommt es hier auf den Quotienten 
Kohlenoxydkonzentration 


. Beispielsweise fanden wir bei 38°: 
Methylenblavkonzentration 





2ecem Kaninchenzellen verbrauchten 


Konzentration des pro Stunde an Sauerstoff 


Methylenblaus 





in Luft in 21%) Og, 79% CO 
0.0905 % 86 emm 12 emm 
0,005 % 141 emm 135 emm 


Es wurde also bei der kleinen Methylenblaukonzentration die 
Methylenblauatmung um 86°, bei der groBen Methylenblaukonzen- 
tration um 4°, gehemmt, beidemal durch die gleiche Kohlenoxyd- 
konzentration. 
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Ob die Reaktion zwischen Methylenblau und zweiwertigem Por- 
phyrineisen durch Kohlenoxyd gehemmt wird, haingt auBer von der 
Methylenblaukonzentration von der Affinitat des Kohlenoxyds zu dem 
Porphyrineisen ab. In unserm Fall, wo man es mit der ausnahmsweise 
groBen Affinitat des Hdmoglobineisens zu Kohlenoxyd zu tun hat, 
kann man bei geeigneter Methylenblaukonzentration gerade noch eine 
Kohlenoxydhemmung erzeugen. In andern Fallen, wo andere Porphyrin- 
eisenverbindungen vorliegen, sind Hemmungen kaum zu erwarten 
So wird beispielsweise die Methylenblaureduktion in Hefesaft durch 
Kohlenoxyd nicht gehemmt. Man darf aber aus einer Reaktion, die in 
einem Substanzgemisch nicht auftritt, nie schlieBen, daB eine Substanz 
nicht vorhanden ist, ein Satz, gegen den in der biologischen Literatur 
viel gesiindigt wird. 

Die Versuche sollen spater ausfiihrlich beschrieben wetden. Sie 
sind wichtig, in erster Linie, weil hier eine Hiaminverbindung, deren 
Zusammensetzung bekannt und deren Hiaminkern in seiner Konsti- 
tution aufgeklart ist}, Kohlenhydrat in lebenden Zellen verbrennt; 
in zweiter Linie, weil hier die katalytische Wirkung des Methylenblaus 
zuriickgefiihrt ist auf den Mechanismus der normalen Atmung. Wie 
bei der Sauerstoffatmung ist bei der Methylenblauatmung die Ver- 
brennung der organischen Substanz eine Verbrennung durch Hamineisen. 


1 Hans Fischer und H. Leite, Liebigs Ann. 468, 98, 1929. 





Uber die Atmungshemmung durch Blausaure. 


Von 
Howard L. Alt, M. D. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. April 1930.) 


Nach Versuchen von M. Dizon und K.A.C. Elliot! wird die 
Atmung lebender Hefezellen durch Blauséure vollstaindig gehemmt, 
die Atmung vieler tierischer Zellen jedoch (Niere, Leber, Milz) nur um 
etwa 60°, so hoch die Blauséurekonzentration auch sein mag. Da 
beziiglich der tierischen Zellen ein Widerspruch zu den Erfahrungen in 
diesem Institut vorliegt, so forderte mich Herr Warburg auf, die An- 
gelegenheit zu klaren. 

Um die Wirkung der Blauséure auf die Hefeatmung zu messen, 
bringt man Hefezellen in Phosphatlésung und bestimmt den Sauerstoff- 
verbrauch manometrisch, indem man die Atmungskohlensdure durch 
Kalilauge (im Einsatz) absorbiert. Bei der Untersuchung tierischer Ge- 
webe ist dieses einfache Verfahren nicht anwendbar, weil Phosphat- 
puffer fiir viele tierische Zellen ein ungeeignetes Milieu ist, zum Teil 
wegen des Fehlens der Calciumionen, zum Teil aus anderen Griinden. 
Der allein erlaubte Puffer fiir diese Gewebe ist der Bicarbonat-Kohlen- 
siurepuffer von der Konzentration des Blutserums (Kohlensaure- 
druck von 0,03 bis 0,05 Atmospharen.) Hier kann man die Atmungs- 
kohlensaure also nicht durch Kalilauge absorbieren. Absorptionsmittel 
fiir die Atmungskohlenséiure ist vielmehr die Pufferlésung selbst, 
und nur durch einen Doppelversuch mit variierten Fliissigkeitsvolumina 
kann der Stoffwechsel gemessen werden?. 

Dixon befolgte die hier geschilderten Arbeitsvorschriften fiir Hefe, 
aber nicht fiir tierische Gewebe. Unerlaubterweise tibertrug er die 
Hefevorschrift auf tierische Gewebe, untersuchte also die tierischen 
Gewebe bei dem Kohlenséuredruck Null in Phosphatpuffer. Durch 
diesen Versuchsfehler ist Dixon wiederum, wie des 6fteren schon friiher?, 
das Opfer eines Irrtums geworden. 


1 M. Dizon und K. A. C. Elliot, Biochem. Journ. 23, 812, 1929. 

2 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, Berlin, Julius Springer, 1926. 

3 M. Dixon, Biochem. Journ. 22, 902, 1928. H. A. Krebs, diese Zeitschr. 
201, 489, 1928. W. Cremer, ebendaselbst 201, 490, 1928. 








mi 
da 
ni 
10 
Pr 


her 
Ge 
dar 
der 


sie 

Her 
in | 
Fer: 
reib 
und 
eine 
Leb 


Mit 
Hefe 


in ,, 


Beob 
nenn 
Bede 
Lebe 
Ss er 
Wi irc 
unter 
geher 
Zelle 








\n- 


en, 
off- 
rch 
Ge- 
lat - 
Teil 
len. 
len- 
ure- 
ngs- 
ittel 
bst, 
nina 


lefe, 
- die 
*hen 
urch 
rer 3, 


1926. 
schr. 








H. 


Untersucht man Niere. Leber oder Milz vorschriftsmatihig, so findet 


man, daB6 sie sich gegen Blausaure ebenso verhalten wie Hefe. das heilt 
da8 die Blausadurehemmung mit zunehmender Konzentration zunimmt 


nicht bis zu einem Endwert von 60°... sondern bis zu einem Endwert von 
100°... Zum Beleg des Gesagten dienen die folgende Tabelle sowie die 


Protokolle | bis 3. 








4 { 1 fer Atmu Rat sew 
Konzentratior ~ . - 
ler Blausd&ur Niers wa Milz 
ald 63%, 50 1 
1509 0 89 S7 82 
‘00 0 96 ° 99 © 95 ° 


Zu den Versuchen ist zu bemerken, daB wegen der starken Atmungs 
hemmungen in die BlausauregefaBe verhaltnismibig grobe Mengen 
Gewebe eingefiillt wurden (bis zu 20 mg). Fiir Niere und Leber wurden 
dann die Messungen genau, fiir Milz etwas ungenauer, da hier die bei 
der Atmungshemmung einsetzende anaerobe Glykolyse stért 


Untersucht man dieselben Gewebe, wie es Dixon getan hat, als ob 
sie Hefezellen waren (Phosphatpuffer, Kalilaugeeinsatz), so sind die 
Hemmungen viel geringer. Beispielsweise erhielt ich fiir Leber selbst 
in n/50 Blausiure nur 67°, Atmungshemmung. Schadigt man das 
Ferment der Atmung noch starker, indem man die Cewebe zer 
reibt und die Safte nach Dixons Anordnung untersucht (Protokolle 4 
und 5), so findet man, in Ubereinstimmung mit friheren Erfabrungen', 
eine noch geringere Blauséiuvrewirkung, z. B. in n/100 Blausiure fin 
Lebersaft 11°, fiir Nierensaft 36°,, Hemmung. 


Ich glaube, daB durch diese Angaben die Angelegenheit geklirt int 
Mit den Versuchen Dizons fallt auch seine Schlubfolverting, dals es in 
Hefezellen, Seeigeleiern und Blutzellen nur eine Art von Atmung, 
in ,,typisch tierischen“ Geweben aber zwei Arten von Atmung gibt 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 201, 486, 1928. 


Ausgangspunkt der seit Jahren von Dison gefiihrten Voleril int die 
Beobachtung, daB Niederschlage aus Gewebesaft, die er Xanthinox yelan 
nennt, in ihrer oxydativen Wirkung durch Blausdure nicht gehemmt werden 
Bedenkt man nun, daB schon Phosphatpuffer einen erheblichen Teil es 
Leberferments so verandert, daB es nicht mehr mit Viausiure reayiert 
so erkennt man, wie wenig Dizons Karpi die aufyewandte Miihe lohet 
Wiirde er die Xanthinoxvdation statt in Zellextrakten in lehenden Zellen 
untersuchen, so wiirde er wahracheinlich finden, dal sie durch Vinaueasure 
gehemmt wird. Die Abtrennung einer Fermentwirkung von der lehenden 
Zelle ist keine Reinigung. sondern eine Verunreinigung dee Ferment 


. Wartnrg 
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H. L. Alt: 


Protokolle. 


1. Nierenschnitte (Ratte) in Ringer-Bicarbonat, 


carbonat 2,5.10—2 Mole pro Liter. 
neutralisiert hinzugefiigt. 
Tumoren. Berlin (Julius Springer) 


0,2% Glucose. Bi 
Gasraum 5°, CO,, 959% O, HCN 


Methodik siehe O. Warburg, Stoffwechsel dex 


1926. Temperatur 37,5°. 





Ohne Blausiure 


Mit Blauséure 





GefaB I Gefis HU 

Ug 8,43 Up 7,0 Ug 4,31 

ko, 0,748 keg, 0,903 | Ko, 0,396 Keo, 0,757 
Schnitt 1,36 mg 


Up 3,0 


Schnitt 1,16 mg 


70 Min. —10,5 mm 
v 


Qo, ohne HCN — 19,4 
+ 16,9 


70 Min. —34,5 mm 


Vc O2 ” ” 


2. Leberschnitte (Ratte). 


Gefab I 
Up 3,05 Ug 9,02 


GefaB II 
Up 7,13 Ug 5,15 
ko, 0,80 koo, 0,96 Ko, 0,47 Keo, 0,838 


Schnitt 5,8 mg Schnitt 7,15 mg 


n/2500 HCN 
20 Min. +11,.5mm) 20 Min. + 4,5 mm 
¥ 


n/500 HCN 


15 Min. +65 mm 15 Min. + 6,5 mm 


n/100 HCN 

380 Min. + 3.5mm) 39 Min. + 3,0 mm 
Hemmung 

Qo2 in 0/2500 HCN — 7,1 63% 

Qco, in n/2500 HON + 14,1 

Qo, in n/500 HCN — 21 89% 

Qco, in 0/500 HCN + 68 

Qo, in n/100 HCN — 08 96% 

Qco, in n/100 HCN + 2,1 


Anordnung und Volumina wie in I. 





Ohne Blausiiure 


Mit Blaus&ure 





Gefi6 I 
Schnitt 7,61 mg 


GefaB I 
Schnitt 8,08 mg 





. Min. —7,5mm 10 Min. —26,5 mm 
» —85 , 5 , —185 , 


20 Min. — 16,0mm 20 Min. —53,5 mm 
, 


15 Min. —11,0mm | 15 Min. — 37,5mm 
Yo, ohne HCN im Mittel — 15,1 


+ 13,0 


Vc O, * ” ” ” 


GefiB I 
Se chnitt 21, meme 


GefiB I 
Seat 23,7 mg 


n/2500 HCN 


15 Min. —5mm | 15 Min. — 37 mm 
Y 


n/500 HCN 
20 Min. + 10,5 mm! 20 Min. + 3,0mm 
v 


n/100 HCN 


15 Min. +7,5mm)! 15 Min. + 85mm 
5 B0o, 
my 1x | o, Bids. % 
n/2500 HCN | Qc 0, +81 
500 Hon | 2. —19 87% 
” oot, + + 3,7 
rh 99% 
n/100 HON pee 
co, + 





50 


nac] 








im 


im 


mm 


)mm 


5 mm 


jung 








Atmungshemmung durch Blausiure. 


3. Milzschnitte (Ratte). Anordnung und Volumina wie in lI. 











Ohne Blausiure Mit Blausiure 
Gefab 1 GefaB II Gefas I Gefas II 
Schnitt 2,78 mg Schnitt 2,25 mg Schnitt 6,80 mg Schnitt 8,16 mg 
50 Min. + 10 mm_ 50 Min. — 20,5 mm 1/o500 0 HCN 
20 Min.+21 mm + 22.5 mm 
Ohne HCN = 12,3 
” ‘s Vco, + 15,3 ? "s500n HCN = 
: 20 Min.+ 29 mm + 35,5 mm 


v 
1 109 2 HCN 


20 Min. + 20,5mm + 27,0 mm 
y Hemmung 
oO 1,2 91% 
n/2500 HCN 2 ‘ 
oo, + 10,3 
YQ, — 24 82% 


Co0, + 15,0 
Y e 06 95% 
co, + 9,4 
4. Lebersaft (Ratte). Leber wurde unter Zusatz von Sand verrieben, 
nach Zusatz des gleichen Gewichts Wasser zentrifugiert. 
37,5°. Gasraum Luft. Einsatz 0,2 KOH. 


7 
{ 
n/500 HON | 
n/100 HeN | 








Ohne HCN n/100 HON 
0,5 ccm Saft 0.5 cem Saft 
Up 0.7 Ug 14,02 Up 0,75 UgG 14,73 
Ko, 1,23 Ko, 1,30 
5 Min... ..—12 mm 5 Min. . . . —105mm 
Beg ete St rk WE gh Se 9.0 
re Ce en og ‘ca 8.0 , 
Bee eh lg |G eet Oe a ee ce 
20 Min... . . —39,5mm 20 Min... . . —33,5mm 
= 48,8 cmm 43.4 emm 
Hemmung 11 %. 
5. Nierensaft (Ratte), sonst alles wie 4. 
Ohne HCN n/100 HCN 
Up 07 e449 Up 0,75 Ug 14,29 
Ko, 1,31 Ko, 1,26 
5 Min. — 9 mm 5 Min... .. — 50mm 
a. 55 ee “1 = én . 
aS 4! Sw eee 5 — 55 , 
S a CN «5 re . i’ 
eee t — 65 . _ By Se ee 8.5 . 
aaa || Bias 4.59 Cots > sei ns 
i dk cg ie, ee Bice 45 , 
35 Min. ....-—52 mm 35 Min... . . —34,5 mm 
68,4 emm 43.5 emm 


Hemmung 36%. 
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